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第 一 章 ”能 量 代 谢 与 热力 学 


生物 体 最 基本 的 特征 之 一 是 物质 代谢 ,伴随 着 物质 代谢 所 发 生 
的 一 系列 能 量 转 变 即 能 量 代谢 ,是 生物 体 基本 特征 的 男 一 方面 。 生 
物 系 统 不 断 地 从 周围 环境 中 摄取 物质 ,经 一 系列 生化 (合成 ) 反 应 , 转 
变 成 自己 所 逢 的 组 分 ,又 将 原 有 的 组 分 通过 一 系列 生化 (分 解 ) 反 应 
变 为 废料 ,排泄 出 来 ,并 伴 有 能 量变 化 和 传递 。 

在 复杂 的 新 陈 代谢 中 有 化 学 (如 合成 ,水解 、 异 构 等 ) 过 程 ,也 有 
物理 (如 输送 排泄 .能量 转换 等 ) 过 程 。 有 的 可 认为 近似 于 平衡 或 可 
W pla ( Hnz u 8 pq 23932 . 异 构 和 某 些 酶 促 反 应 等 ), 但 大 多 数 属于 
不 可 逆 过 程 。 合 成 代谢 一 般 是 吸 能 反应 ,分 解 代谢 通常 是 放 能 反应 ， 
它们 复杂 地 组 合 在 生命 活动 中 ,成 为 一 不 可 逆 的 敞开 系统 。 各 种 生 
物 都 具有 各 自 遗 传 的 特异 新 陈 代谢 过 程 。 环 境 和 条 件 也 有 一 定 的 影 
响 , 使 生物 个 体 呈 现 出 生长 ,发 育 和 衰老 等 不 同 发 展 阶段 。 一 切 生物 
活动 都 需要 能 量 支 持 。 


1.1 能 量 转化 与 热力 学 第 一 定律 


热力 学 是 研究 大 量 分 子 之 宏观 系统 中 的 能 量 关 系 ,在 生物 体 上 
则 研究 能 量 转化 和 传递 ,甚至 判断 一 个 生物 代谢 过 程 能 否 发 生 。 热 力 
学 是 根据 统计 规律 而 得 出 严密 和 有 力 的 解释 ,但 对 于 只 含 少量 几 种 茶 
些 分 子 细胞 ,应 用 热力 学 来 描述 时 要 特别 灌 慎 。 然 而 ,热力 学 第 一 定 
律 所 言 “ 能 量 转化 是 守恒 的 ,能 量 不 能 创造 也 不 能 消灭 。 是 适合 于 所 
有 系统 ,是 真理 。 夭 化 学 能 如 氧化 作用 消耗 糖 类 、 脂 防 和 蛋白质 等 转 
换 成 热 和 功 , 以 维持 体温 与 血液 循环 等 的 生物 体 来 说 ,热力 学 是 与 之 
生死 相关 的 问题 , 它 在 控制 一 切 生命 中 起 着 不 可 磨灭 的 重要 作用 。 
. Í ` 


"av. s v... u yr... i.s... ír. s 


1,1.1 热力 学 能 [旧称 内 能 )、 功 和 热 

(1) 热力 学 能 

热力 学 能 (是 系统 内 部 的 能 量 ,可 能 包括 分 子 的 平均 动能 、 找 
动能 与 转动 能 ,与 化 学 键 合作 用 有 关 的 能 量 ( 其 中 物质 内 的 电子 能 量 
是 主要 的 贡献 ) ,以 及 有 关 分 子 间 非 键 合 的 相互 作用 能 。 在 化 学 过 程 
中 ,不 考虑 原子 核 内 的 维持 能 。 热 力学 能 是 系统 状态 的 单 值 函数 ( 称 
状态 函数 ) 之 一 ,代表 物质 的 一 个 热力 学 状态 广度 性 质 。 系 统 状 态 确 
和 定时 ,热力 学 能 就 具有 某 个 固定 值 ,与 物质 如 何 形成 和 怎样 的 途径 达 
到 这 一 定 状 态 无 关 , 但 与 物质 的 量 (加 和 性 ) 有 有关。 通常 我 们 需要 的 
是 物质 从 始 态 到 终 态 间 的 能 量变 化 值 。 

根据 热力 学 第 一 定律 能 量 守 恒 的 一 种 表达 式 , 当 生物 的 某 个 代 
谢 过 程 由 始 态 到 终 态 变化 时 ,热力 学 能 改变 值 可 能 以 功 和 热 的 形式 
表现 出 来 , 即 

AU = q+w+Uinl + Ur + °. + Un; 
= q+tw+ DUn (1.1-1) 


对 此 敞开 系统 内 的 微小 变化 过 程 ,可 写成 
dU = 6q + bw + U,dni + Uydnz + ** + Udn; 
= q+ w+ 2 Uidn, (1.1-2) 


式 中 U 一 一 代表 热力 学 能 ; 
q 一 一 代表 热量 ; 
w 一 一 代表 功 ; 
n 一 一 代表 物质 的 量 ,摩尔 。 
(2) 热 
热量 q 是 系统 与 环境 间 由 于 温差 而 使 能 量 传递 的 一 种 形式 , 按 
习惯 ,系统 吸收 热量 为 正 值 ,放出 热量 为 负 值 。 它 不 是 热力 学 的 状态 
果 数 ,只 是 在 状态 变化 的 过 程 中 才 有 可 能 发 生 放 热 或 吸 热 ,传递 热量 
的 大 小 与 经 历 怎样 的 途径 有 关 。 所 以 传递 微小 的 热量 用 aq 表示 ,以 
区 别 具 有 状态 普 数 性 质 的 热力 学 能 微分 变化 dU ,因为 只 要 系统 的 始 
. 2 . 


终 态 一 定 ,热力 学 能 的 差 值 也 就 一 定 而 与 途径 无 关 。 生 物体 为 了 保 
持 体温 需要 吸 热 ( 随 物 质 流 进 该 系统 而 带 入 或 红外 线 吸收 等 ) ,也 需 
要 排 热 (伴随 吐出 废气 和 泄 出 废料 或 随 车 发 水 蒸气 带 出 ,甚至 传 出 执 
量 等 )。 | 

(3) 功 

功 (w) 是 系统 与 环境 间 除 传递 热量 之 外 的 另 一 种 能 量 交换 形 
式 , 它 也 不 是 热力 学 状态 函数 。 在 系统 状态 变化 过 程 中 是 否 作 功 , 作 
功 的 大 小 与 途径 有 关 。 所 以 某 系 统 微小 变化 所 作 的 功 以 3w 表示 。 
系统 对 环境 作 功 为 负 信 , 反 之 为 正信 。 功 可 能 包括 下 列 内 容 : 对 抗 外 
压 变化 容积 作 体 积 (膨胀 或 压缩 ) 功 PdV; 表 面 张力 所 作 的 表面 功 ; 
在 电动 势 驱 动 下 电子 转移 所 作 的 电 功 等 。 表 面 功 和 电 功 通称 “有 效 
功 ”, 以 w' 表 示 。 在 生物 体内 表现 出 作 功 的 明显 例子 有 动物 的 活动 、 
心 搏动 与 肺 呼吸 等 ;还 有 植物 营养 液 由 毛细 效应 输送 的 表面 功 等 。 

> Un 8 3 U ani 分别 是 各 种 物质 (1.2、…,i) 在 散 开 系统 中 或 


出 入 此 系统 的 量 (摩尔 ) 所 引起 该 系统 热力 学 能 或 热力 学 能 增 减 的 总 
和 。 如 果 系 统 内 各 种 物质 的 分 子 间 没 有 相互 作用 和 分 子 体积 相同 的 


理想 状况 下 ,U; 可 代表 单独 存在 的 i 物质 分 子 摩尔 热力 学 能 Ú. IH 
于 分 子 间 相互 作用 和 体积 不 同 的 影响 ,混合 系统 中 各 种 物质 分 子 的 
热力 学 能 与 它们 单独 存在 时 的 有 差异 ,所 以 要 用 偏 微分 符号 五 以 区 


别 分 子 的 摩尔 热力 学 能 本 。 当 系统 处 于 非 加 和 性 的 状态 强度 性 质 之 
温度 和 压力 (P) 一 定时 ,U; 即 为 系统 热力 学 能 对 i 物质 分 子 的 偏 微 


摩尔 量 [ 2 三 ,通称 i 分 子 的 偏 摩尔 热力 学 能 。 括 号 外 注脚 n 为 
除了 i 物质 分 子 数 微小 变化 之 外 ,其 它 各 种 物质 分 子 数 都 不 变 的 标 


十 


偏 摩 尔 热 力学 能 的 物理 意义 :等 温 等 压 下 ,在 大 量 系统 中 除了 i 
组 分 之 外 ,保持 其 它 组 分 的 数量 不 变 ,加 人 一 摩尔 i 时 所 引起 的 系统 
广度 性 质 热 力学 能 的 改变 ,或 是 在 有 限量 的 系统 中 加 入 微 ( 少 ) 量 dni 


摩尔 i 后 ,系统 热力 学 能 的 变化 值 ( 详 见 第 二 章 )。 

一 个 与 环境 间 设 有 物质 流 的 封闭 系统 中 只 做 反抗 外 压 的 体积 功 
(PdV) 时 ,热力 学 第 一 定律 表达 式 可 改 为 

dU = šq - PdV (1.1-3) 

若 实验 系统 与 环境 间 造 成 不 能 热传导 的 绝热 条 件 , 则 5q — 0, £ 
统 做 体积 膨胀 功 会 引起 热力 学 能 的 减少 。 

如 果 该 封闭 系统 在 恒 容 条 件 下 发 生 状 态 变 化 ， 则 

dU= 69, 或 AU= q, (1.1-4) 

在 上 述 便 容 条 件 下 封闭 系统 状态 变化 的 热力 学 能 变化 值 , 可 以 应 用 
恒 容 量 热 法 测定 恒 容 热 q 而 直接 算出 。 换 言 之 ,AU 是 恒 容 过 程 封 
闭 系统 所 吸收 (或 放出 ) 热 量 的 度量 。 

1.1.2 蛤 和 生成 焙 

(1) 28 

确定 了 热力 学 状态 ( 定 态 ) 的 系统 必 处 于 平衡 态 , 其 所 有 的 状态 
函数 (如 强度 性 质 的 温度 .压力 ,广度 性 质 的 热力 学 能 .物质 的 量 { 摩 
尔 ) 等 等 ) 均 只 有 一 单 值 ,也 就 是 说 ,所 有 状态 变数 有 定 值 时 ,系统 必 
处 于 平衡 态 (或 定 态 )。 不 过 所 有 状态 变数 并 非 都 是 独立 的 ,只 要 确 
定 系 统 中 所 有 独立 的 化 学 物质 之 质量 和 齿 种 ,再 确定 二 个 状态 变数 
(例如 温度 .压力 和 体积 中 任 选 二 个 为 定 值 ) ,那么 系统 的 状态 就 被 确 
定 了 ,系统 的 所 有 性 质 也 即 有 了 定 值 。 于 是 人 们 可 将 热力 学 能 加 压 
力 与 体积 的 匀 积 定义 为 另 一 状态 函数 ( 熔 ), 即 


H=U+PV (11:55 
或 AH= AU + A(PV) (1.1-6) 
式 中 fH 一 一 代表 粒 。 


丛 也 是 系统 的 一 个 与 物质 数量 有 关 的 广度 状 质 之 状态 单 值 函 
数 , 定 态 时 有 确定 值 ,不 依赖 于 途径 。 烩 变 AH 在 生物 系统 的 热 化 学 
领域 中 比 热 力 学 能 变化 更 有 用 ,因为 绾 大 多 数 天 然 生物 化 学 代谢 过 
程 通常 发 生 于 几乎 压力 不 变 的 条 件 下 ,而 发 生 在 体积 不 变 的 过 程 却 
是 比较 少 的 。 

` 4 .* 


对 于 一 个 在 恒 压 下 仅 做 体积 功 的 封闭 系统 ,热力 学 第 一 定律 的 
《1.1-3) 式 可 变 为 
dUj= 6qp — d(PY) (1.1-7) 
于 是 AH= qp (1.1-8) 
在 上 述 条件 下 , 随 着 系统 由 始 态 到 终 态 的 状态 变化 ,系统 的 熔 变 
等 于 恒 讨 下 过 程 所 放出 (或 吸收 ) 的 热 , 以 q 右 下 脚注 P 代表 恒 压 下 
传递 的 热量 , 它 原 则 上 可 应 用 量 热 计 来 测定 并 计算 。 这 比 在 处 理 生 
物化 学 过 程 中 用 热力 学 能 来 计算 能 量 转换 要 方便 得 多 ,因为 使 用 热 
力学 能 变化 计算 时 还 需 知 道 (PV) 乘 积 的 改变 值 。 
当 系 统 的 炊 发 生 微小 变化 而 不 做 ”有效 功 "w 时 , 则 以 系统 热力 
学 能 ,压力 和 容积 组 合 的 (1.1-5) 式 可 以 写成 
dH =d(U +PV)=dU+PdV + VdP=5q+ dw+PdV + VdP 
= 8q + dw’ — PdV + PdV + VdP =šëq + VaP (1.19) 
对 于 压力 不 变 所 进行 的 态 变 过 程 ,从 上 述 公式 也 可 得 到 (1. 1-8) 式 。 
此 式 表达 了 AH 是 封 团 系统 恒 压 过 程 所 吸收 (或 放出 ) 热 量 的 度量 ， 
如 过 程 是 放 热 的 , 则 AH 为 负 值 , 反 之 ,AH 为 正 值 。 
绝 大 多 数 生 物化 学 过 程 是 在 液体 或 固体 中 进行 的 ,其 系统 的 体 
积 变化 远 不 如 在 气体 中 进行 的 那样 明显 ,所 以 通常 可 忽略 其 微小 的 
体积 变化 ,于 是 在 生物 化 学 中 ,人 们 往往 不 考虑 AH 和 AU 的 差别 。 
(2) *Epkba 
生物 系统 的 物质 代谢 过 程 一 般 都 在 等 温 等 压 下 进行 ,其 化 学 反 
应 所 产生 的 热效应 等 于 生成 物 粒 的 总 和 与 反应 物 熔 的 总 和 之 差 (qp 
=AH)。 实 际 上 参与 化 学 反应 的 各 个 物质 冶 (Hi) 之 绝对 值 是 无 法 测 
得 的 ,所 以 人 们 上 皆 采 用 相对 的 标准 来 计算 AH。 现 规定 在 100kPa( 旧 
的 为 1 大 气压 ) 、 化 学 反应 参考 温度 298. 2K 时 ,由 最 稳定 的 单质 合 
成 标准 态 L100kPa{ 旧 的 为 1 大 气压 ) 和 参考 温度 298.2KJ 下 1 摩尔 
化 合 物 的 反应 迷 变 为 该 化 合 物 的 标准 生成 烩 ,并 以 AHP 表示 [右上 
第 的 所 是 100kPa( 旧 的 为 1 大 气压 ) 标 准 态 的 标志 , 右 下 角 f 为 生成 
热 符 号 ]。 通 常 ,298.2K 参考 温度 的 各 物质 标准 生成 炊 可 查 手册 数 
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据 表 。 例如 
6C + 6H: + 30 >C Hi Os (Z 48 84988) 
AHP29s 2K = - 1260.3 千 焦 /摩尔 


Lo, + N> + 2H,—-CO(NH,),(#5S 8k PR38) 


AHPos or = — 333. 19 千 焦 /摩尔 

一 个 化 合 物 的 标准 生成 烩 并 非 该 化 合 物 答 的 移 对 值 ,而 是 相对 
于 合成 它 的 单质 之 相对 烩 ( 即 熔 变 值 }。 按 上 述 标准 生成 烙 定义 规 
定 , 在 100kPa( 旧 的 为 1 大 气压 ) 以 及 298.2K 时 ,最 稳定 单质 的 标准 
生成 熔 都 等 于 零 [例如 O, ( 气 ).C( 石 墅 瑞 ) 等 ]。 虽 然 生物 系统 中 很 
多 不 是 或 者 不 能 直接 由 单质 合成 ,而 是 在 生物 代谢 过 程 中 经 复杂 的 
生化 反应 途径 产生 的 ,但 它 可 根据 盖 斯 定律 来 计算 。 这 是 由 于 等 温 
等 压 下 系统 中 化 学 反应 的 热效应 仅 与 始 态 和 终 态 有 关 , 而 与 变化 的 
途径 无 关 ( 因 为 ae=AH) ,也 就 是 说 ,只 要 化 学 反应 的 始 态 和 终 态 是 
定 态 ,状态 函数 的 AH 便 为 定 值 ,对 于 化 合 物 通过 怎样 的 具体 中 间 途 
径 来 完成 完全 无 关 。 因 此 即 可 利用 标准 生成 始 来 计算 各 种 反应 的 熔 
变 AH 2g( 或 热效应 )。 例 如 : 


NH3( 气 )+CHsCOOH( 液 )+ 方 02 一 HoNCHzCOOH( 固 ) + HzO( 气 ) 
AHRs = AH oO + AH amo) 一 AHTNED( 气 ) 


C+ 


1 
— AHíca,coouGm) — 2 AHzo,GOo 


= 2, (AHP )rg — 2, (AHP ) 反 应 物 (1.1-10) 
查 得 由 气态 分 子 氮 、 氧 、 氢 与 碳 ( 石 墨 ) 生 成 固态 甘氨酸 (HzNCH2- 
COOH)ËÉJERMESE Je k - 524.9 千 焦 / 摩 尔 ，HzO{ 气 ) 的 标准 生成 
839 241.8 千 焦 /摩尔 ,液态 乙酸 的 标准 生成 炊 是 -487.0 千 焦 / 
摩尔 ， 气态 NH, JPK ME E FR 38 9 — 46.2 千 焦 /摩尔 ; 标准 态 O, 
{ 气 ) 的 生成 始 为 零 ( 参 见 表 1-1), M| F3S 2 yB kS SF F ( - 524.9) 
+ ( —241.8) - [( —487.0) +( —46.2)])= -233.5 千 焦 / 摩 尔 。 然 
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3 1.! 一 些 单质 和 化 合 物 在 100kPa、298.2K 时 的 热力 学 数据 


Cte, 金 刚 石 》 


Cle, 石 黑 } 
C(g, ) 718.38 672. 97 157.99 20.84 
'Ho(g) Ü 0 130.59 28.83 
H(g) 217,94 203.24 114.61 20.79 
D,(g) 0 0 114.77 29.20 
Dlg) 221.68 206.51 123.24 20.79 
HD(g) 0.15 — 1.64 143.68 20.20 
O, (g) 0 0 205.03 29.36 
O(g) 247.52 21.91 
Oy (g) 142.2 38.16 
S(c,#8342r) 22.59 
No(g) 29.12 
N(g) 20.79 
P(e, 白 ) 23.22 
CO(g) - 10.52 í —137.27. 29.14 
CO, (E) -393.51 | —394.38 | 213.64 37.13 
H,O(g) —241.83 | 一 228.59 188. 72 33.58 
H;O(1) —285.84 | -237.10 69.94 75.30 
NO,(g) 33.85 51.84 240.45 37.91 
SO, (g) -296.06 | —300.37 348.52 39.79 
H.S(eg) -20,15 | -33.02 205.64 33.97 
NH5(g) —46.19 | ~16.63 192. 51 35.66 
CsHi 环 已 烷 {g) ~ 23.14 31.76 | 298.24 | 106.27 
(l) — 156.23 24.73 204.35 156.48 
NaC;HsO, 醋酸 销 (c} —710.44 上 -608.35) | 123.01 80.33 
CH,COOH 醋酸 (]) —487.02 | -381.58 | 293.30 | 123.43 
NaHCO,; (c) —947.68  —851.86 102. 09 87.61 
HCOOH 甲酸 (1) -409.2 | -346.02 128.95 99.04 


续 表 


千 焦 /摩尔 | 千 集 /摩尔 | 焦 / 开 :摩尔 | 焦 / 开 - 讲 尔 
CH,O R #8Z(p) —115,9 | 一 110.04 35.35 
CHsOH 乙醇 人 1) 一 277.63 | —174.77 £11.46 
CHzOHCHOHCHbOH 甘 | -659.40| -469.,03 223.01 
油 人 ( 
CaHz2Ol 蒜 糖 (c) -2220.87 | — 1529.67 430.95 
CO(NH;); PK (c) —333.19 | —197.15 93.14 
CHe (NH;)COOH H # — 528.56 | 一 370.74 99.16 


酸 (1) 
左旋 亮 丛 酸 —637.64 | —347.69 
左旋 色 氮 酸 —4i5.05| 一 119.24 
甘 氨 酰 甘氨酸 —745.17| -487.85 | 
左右 旋 亮 氨 栈 甘氨酸 一 860.23| -470,28 | 
甘 气 栈 - 左 右 旋 色 氮 酸 一 622.58 | -228.86 | 


AH$2s ?一 一 在 慰 准 态 下 , 由 单质 形成 化 合 物 的 生 越 熔 ; 
A( 渴 .2 一 一 在 标准 态 下 ,由 单质 形成 化 合 物 的 生成 自由 能 ; 
5%8.， 一 一 标准 态 下 规定 炳 ; 
Cos 2 一 一 100 kPa、298.2K 时 恒 压 热 容 ; (温度 变化 不 大 时 可 当 作 常数 ) 
(g).().(s).(e) 分 别 表示 气态 .液态 . 国 态 和 结晶 态 。 
而 从 不 同 数据 玫 上 所 查 得 的 各 物质 标准 生成 熔 值 往往 有 些 差异 。 

对 于 参与 反应 式 中 的 各 物质 来 说 ,它们 的 标准 态 都 规定 在 100 
kPa 旧 的 为 1 大 气压 ) 下 和 298.2K 时 假定 理想 的 存在 状态 。 气 体 
的 存在 状态 是 指 服 从 理想 气体 定律 及 其 状态 方程 PV = nRT 的 纯 气 
体 ; 液 体 的 通常 是 指 纯 补体 ;固体 的 系 指 纯 国体 ;对 于 溶液 中 的 溶质 
则 是 1 摩尔 / 升 浓 度 时 之 活 度 系数 仍 为 1 的 假想 状态 。 

有 机 化 合 物 的 生成 浴 ,可 以 应 用 量 热 计 测定 该 化 合 物 完全 燃烧 
时 所 放出 的 热量 来 算得 。 手 册 中 载 有 各 种 有 机 化 合 物 的 燃烧 热 
AH 数据 (参见 表 1-2) , 右 下 角 c 为 燃烧 热 符 号 , 它 指 1 摩尔 有 机 物 
完全 燃烧 所 放出 的 热 , 但 已 化 作 100kPa( 旧 的 为 1 大 气压 ) 和 298.2K 
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时 完 爹 燃烧 的 烩 变 ( 因 为 AHE = q)。 燃烧 产物 一 般 指定 该 有 机 物 中 
WJ C £N CO, (X);H 变 为 HoO( 液 );N 变 为 Nj( 气 );S 变 为 SO; 
(u. O, 的 燃烧 热 指 定 为 零 。 乙酸 的 燃烧 热 AHS2o8 .zx 为 一 871.7 
干 焦 / 摩 尔 ,由 此 计算 乙酸 的 标准 生成 烩 。 按 规定 乙酸 的 燃烧 反应 式 
应 写成 
CH;COOH(šk) + 2O,(#()—2CO;(#X) + 2H,O(&) 
AH2 = —871.7 千 焦 /摩尔 
按 (1.1-10) 式 计算 , 即 


表 1-2 100 kPa、298.2K 条 件 下 有 杭 物 燃烧 热 


化 合 物 


C|,H;OH 乙醇 站 ) 
CHsCOOH 乙酸 {1) 
HOCH;CH;OH Z, —R&(1) 


- 1366.9 | CsH,;O, 葡萄 糖 (c) 
-871.5 | C; H, O, BFE$ECc) 


HOH,CCHOHCH,OH 两 三 
(1) 

G7HssCOOH 硬 脂 酿 (c) 

CsHaCOOH 软 脂 酸 (c) 

CO(NH;), 尿素 (c) 


AH = AH = 27 (AHP) mm — 2) (AH? maw 
—393.51 xX2+(—285.84xX2)—AHS#—0 
AHizZm = —393.5x2+(-285.84x2)+871.7 

= 一 487 千 焦 /摩尔 


或 者 通过 乙酸 的 生成 热 反应 式 ,应 用 参与 反应 的 物质 燃烧 热 AH2 计 
算 其 标准 生成 热 : 


II 


2C( 固 )+2H2( 气 ) +o (y A COOH 
AH2982g = 2 (AH2)gae — >) (AHS ) yw (1.1-11) 
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同样 也 可 得 到 AH 依 改 = - 393.51X2 + ( —285.84X2)— ( —871.7) 
= -487 千 焦 /摩尔 

理论 上 ,从 键 炊 也 可 估计 生成 培 。 一 切 化 学 反应 实际 上 都 是 原 
子 或 原子 团 随 着 旧 化 学 键 的 破裂 和 新 键 的 形成 而 重新 排列 组 合 , 因 
此 会 发 生 能 量 的 变化 而 出 现 热 效应 。 若 知道 分 子 中 联系 各 原子 的 每 
A oe Etapa , 即 可 根据 反应 始终 态 的 化 学 键 变化 情况 8455 yta 
变 。 有 关键 炊 的 数据 见 表 1-3。 可 惜 各 种 有 关键 焙 的 数据 很 不 完 
善 , 且 各 种 键 夫 表 上 的 数据 差异 较 大 , 即 不 够 准确 。 


表 1-3 有 关键 迷 的 数据 { 千 焦 /摩尔 ) 


单 键 : 双 键 或 人 参 键 : 

C-C 344 N C=C 615 
C-H 415 N C=O 724 
C-O 350 N C=N* 351.5 
C—N 292 S 一 C = S'* —451.9 
G — s” 226 S— DO=O* 一 401.7 
H-H 436 P I 

O-H 463 P CC 812 
O-O 143 N=N 946 


摘自 Barrow :Physical Chemistry(1973) 

* 摘自 H. M.. Eape 等 ;KpaTknit Cnpasourgx 中 bankoxwrrqgecknx 
Bemuxu( 1959) 

Geoffrey Zubay: Biochemistry(1984) 及 其 他 。 

键 迷 与 键 的 分 解 能 (或 键 能 ) 在 意义 上 有 所 不 同 。 键 分 解 能 是 解 
开化 合 物 中 茶 一 具体 键 所 需 的 能 量 , 而 键 炊 系 指 拆散 某 类 键 的 一 个 
平均 值 。 

利用 键 夫 数 据 可 得 气态 原子 合成 气态 化 合 物 时 的 肥 应 俭 变 
AH, 要 计算 某 化 合 物 的 生成 热 还 需 各 元 素 单 原子 气态 和 生成 物 气态 


”相对 于 其 标准 态 的 熔 差 AH, Bl C( 固 -> 气 ):715. 0;H(TE, =H 
气 ):218.0;N( 了 N, 气 >N 气 ):472.7;P( 白 一 气 ):333. 9;O(30; 


气 -~ 〇 气 }:249.2;S( 固 一 气 ):279.0 等 ,单位 为 千 焦 : 靡 -!( 摘 自 健 
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豆 闭 化学 热力 学 ,1963)。 

例如 由 链 熔 8 计算 乙醇 ( 液 ) 的 标准 生成 焙 ,首先 务必 分 析 反 应 
前 后 分 子 的 分 子 结构 中 的 键 类 理 及 其 数量 , 即 乙 醇 分 子 中 有 一 个 C- 
C 键 五 个 C- 囊 键 一 个 C-O 键 和 一 个 DO- 也 键 ,然后 写 出 反应 式 : 


2C(g) +6H(g) + O(g) Sh C;HsOH(g) 
AHgss = 2 ega — 2 Satukp (1.1-12) 
= — [Ecc + Sec-n + eo-H + ec-oJ 
= — [344 +415x 5+463+ 350]J= 一 3232 于 焦 
D T A JE SS yE B P PB , Pr UA SE TE NIB 28 sE PS B pR 3 eu 2 J 
RF E Ba 20. Bü 
2C(l8) +3p (S + +o,(<0 >2C(S + 6H( 气 )+O( 气 ) 

AH=715xX2+218x6+249.2= 2987.2 ++ 
CzHsOH 由 气体 变 为 液体 需 放 出 相 变 热 AH = — 42.3 干 焦 /摩尔 。 
于 是 乙醇 的 标准 态 生 成 熔 AH2za = 2987.2 + ( — 3232) + ( — 42.3) 
= -287.1 千 焦 /摩尔 。 将 此 计算 值 与 数据 277.6 于 焦 /摩尔 相 比 ， 
偏差 约 有 3.4%。 

对 于 以 键 烩 方法 计算 乙酸 ( 液 ) 的 标准 生成 焰 仅 得 2800.4+ 
(一 3126) + ( — 50.6)= —376.2 于 焦 / 摩 尔 , 这 与 其 标准 生成 焙 数 据 
487.0 千 焦 /摩尔 比较 ,偏差 就 很 大 了 。 究 其 原因 ,上 述 计算 仅 单 纯 
从 键 能 分 析出 发 , 忽 路 了 分 子 结构 中 大 x 键 引起 的 共振 能 、 空 间 位 嚼 
能 分子 间 相 互 作用 能 或 溶剂 化 能 等 影响 。 然 而 忽视 这 些 因 素 有 时 
会 严重 地 造成 入 算 的 错误 ,例如 乙酸 的 一 C=8u 基 轩 的 影响 使 偏差 高 
1523 23% 。 

若 荃 丙 氨 酸 用 分 子 氧气 化 为 酷 气 酸 的 反应 如 下 : 

< 2 Gu—Cu—coo + LO, — HO < 2 Cu Ca coo: 
对 比 产 物种 反应 物 的 分 子 结构 ,可 知 共振 能 变化 较 小 ,水 化 作用 变化 
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也 较 小 ,在 这 种 情况 下 应 用 键 答 估算 反应 的 众 变 , 其 偏差 较 小 。 


1.2 热力 学 的 分 子 统计 意义 


从 分 子 观点 看 ,系统 的 热力 学 能 或 熔 增 加 ,会 使 分 子 的 平 动能 增 
加 ,必然 有 些 是 以 转动 和 分 子 内 振动 能 的 形式 储存 ,还 会 引起 分 子 间 
相互 作用 能 改变 和 少许 分 子 中 电子 婚 至 激发 态 , 致 使 能 量 在 大 量 分 
子 的 系统 中 有 一 个 最 可 几 分 布 。 有 瞬时 间 的 能 量 分 布 起 优 , 偶然 出 现 
几乎 所 有 能 量 都 集中 在 少数 分 子 内 的 这 种 不 可 几 方 式 分 布 能 量 , 它 
在 少数 分 子 系统 中 时 有 可 能 发 生 。 不 过 在 分 子 数 非常 多 的 系统 中 ， 
如 此 极端 起 伏 的 现象 相对 出 现 的 次 数 变 得 越 来 越 少 。 

最 可 几 分布 是 热力 学 能 或 熔 不 变 时 , 封 奢 系统 内 粒子 在 满足 总 
能 量 约 束 条 件 下 ,处 于 所 有 可 能 的 量子 化 能 态 上 排列 方式 最 多 的 分 
布 。 现 以 N=6 和 TU=10s 的 约束 条 件 了 粒子 在 可 能 的 能 态 上 分 布 
为 例 ( 见 图 1-1)。 


3£ ° 


1° °... ° ° ° . 
- $, 6 ! 5! 6! 
Ata mua A is G kurus lq 


LL 在 UU=10e 约 束 条 件 下 ,6 个 粒子 在 能 态 上 的 某 些 分 布 
将 N 个 粒子 排列 成 一 组 Ni 个、 男 一 组 Nz 个 等 的 排列 方式 数 以 
热力 学 儿 率 2 表示 , 即 


区 N! 
QUN S! N! er 


系统 中 的 粒子 数 越 多 ,其 均匀 排 布 的 方式 越 是 远 远 地 大 于 不 均匀 排 
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布 的 。 最 可 几 分 布 相当 于 粒子 在 能 态 上 排列 几率 最 大 (微观 状态 数 
最 多 ) 的 分 布 。 系 统 处 于 或 接近 平衡 状态 时 就 有 一 个 一 定 的 最 可 几 
分 布 ,必然 应 有 一 个 不 同 于 热力 学 能 或 灼 状态 单 值 函数 来 描 述 。 

1.2.1 3635322 6 — =E 

热力 学 第 二 定律 指出 ,自发 变化 万 是 热力 学 的 不 可 逆 过 程 ,都 不 
会 自动 逆向 进行 。 系 统 不 可 几 方 式 分 布 能 量 的 状态 会 自发 向 最 可 几 
分 布 变 化 。 但 这 并 不 意味 着 绝对 不 可 能 倒转 ,借助 于 外 力 是 可 以 使 
一 个 自发 变化 道生 进行 的 ,不 过 这 必然 消耗 了 环境 能 量 。 因 此 ,过 程 
的 方向 性 是 可 由 系统 的 热力 学 几率 来 体现 ,于 是 它 具 有 统计 意 
义 。 然 后 发 现在 自发 过 程 中 ,系统 的 热力 学 几率 Q 与 克 劳 修 斯 根据 
热机 研究 所 定义 的 热力 学 状态 范 数 稿 (S) ,同样 都 具有 趋向 于 增加 
的 变化 方向 ,同时 又 均 是 状态 函数 ( 即 U、 VANN BJe083X), AAE 4 
广度 性 而 几率 具有 相 乘 性 质 。 玻 兹 曼 为 了 满足 炉 的 加 和 性 质 ,就 将 
它们 以 对 数 函 数 的 形式 联系 起 来 , 即 


S=klnO (1.22) 
对 于 1 EEZ Yf. W| 
S=Lkinü= RinQ (1.2-3) 
式 中 本 一 一 代表 披 兹 曼 常 数 , 它 等 于 RR 除 以 L; 
1 一 一 代表 阿 佛 加 德 罗 常数 ; 


R 一 一 代表 气体 常数 。 

基于 科 是 系统 的 一 种 广度 竹 质 的 状态 表 数 , 2 1 b8 2 S, #n s, 
两 部 分 系统 组 成 大 系统 , 则 该 大 系统 的 粹 S 可 写成 

S=S, + S, = kn + kinfy = klnQ) x fh = kin; (1.2-4) 
以 上 公式 说 明 炳 值 随 热 力学 几率 Q 的 增 大 而 增加 。 自 然 界 一 切 自 
发 过 程 倾 向 于 从 低 几 率 (通称 有 序 的 ) 状 态 到 微观 状态 数 最 多 的 高 几 
率 ( 通 称 无 序 的 ) 状 态 ,于 是 系统 状态 函数 粹 是 系统 微观 状态 数 或 无 
序 的 一 种 量度 。 焙 值 小 对 应 于 较 有 序 状态 ; 精 值 大 对 应 于 较 无 序 状 
态 。 炉 的 增加 《 即 AS 为 正 值 ) 对 应 于 较 有 序 向 较 无 序 的 状态 变化 ; 
相反 的 过 程 ( 即 AS 为 负 值 的 ) 只 有 在 外 力 推动 下 方 可 能 发 生 。 最 明 
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显 的 例子 是 气体 仅 会 无 序 地 均匀 充满 容器 ,在 容器 施 以 压缩 功 才 可 
能 将 气体 赶 至 一 边 , 这 也 说 明 焕 与 炊 反 映 的 事物 规律 有 很 大 的 不 同 ， 
前 者 往往 更 多 地 联系 到 分 子 的 运动 ( 平 动 .转动 等 ), 后 者 常 更 多 地 涉 
及 电子 能 量 与 分 子 振动 能 。 在 绝对 零度 ,所 有 分 子 缘 处 于 其 最 低 的 
热力 学 能 状态 ( 迷 心 热 力学 能 ), 并 形成 完美 晶体 时 ,0= N! /NI = 
1 , 则 精 等 于 零 。 由 于 0 不 会 小 于 1, 因 而 物质 的 炉 不 会 是 负 值 。 系 
统 定 态 时 烂 有 一 定 的 正 值 。 故 将 它 称 为 规定 炳 或 绝对 炉 。 部 分 物质 
的 规定 丧 见 表 1-1。 

讨论 上 自发 变化 具有 不 可 族 性 , 即 化 学 反应 的 方向 性 和 限度 问题 ， 
可 以 藉 热 力学 第 二 定律 和 状态 沙 数 策 的 统计 意义 来 进行 判断 。 在 与 
环境 无 物质 交换 ,无 能 量 传递 的 隔离 系统 中 ,由 较 有 序 向 较 无 序 的 状 
态 变 化 是 自发 过 程 的 方向 ,而 焙 不 会 碱 少 , 即 

dSgma = dS 系 + dS 下 过 0 

或 AS 卫 高 二 AS 系 + AS 环 (1.2-5) 
(1.2-5) 式 含意 :将 和 系统 密切 相互 作用 的 环境 与 该 系统 包括 在 一 起 
形成 了 一 种 所谓 隔 离 系 统 。 当 此 隅 离 系 统 内 发 生 自发 的 不 可 道 变 
化 , 箭 应 增加 (用 AS>0 来 判断 ) ,到 达 平 衡 状 态 时 坑 增 至 某 最 大 的 
定 值 。 如 果 该 隔离 系统 内 所 进行 的 过 程 中 每 一 瞬间 都 接近 于 平衡 状 
态 , 则 整个 过 程 即 可 视 为 是 由 一 系列 近乎 衡 态 所 构成 的 准 静 态 过 程 ， 
也 就 是 发 生 了 可 逆 过 程 ,于 是 AS=0。 

1.2.2 JBS DSA EDE 

根据 炉 计 算 公 式 的 推导 ,车 封闭 系统 与 环境 有 无 限 小 热量 交换 
为 一 可 道 变化 , 即 可 应 用 箭 变 的 经 典 公 式 : 


dS= sapa (1.2-6) 


式 中 本 一 一 代表 绝对 温标 ( 开 或 K)。 
可 道 变化 用 等 号 , A ú WO 4rB 2 58: 8848 AE 化 不 等 于 83q 直 可 着 /了 工 。 对 
于 系统 中 有 限 等 温 过 程 , 则 
二 Sas. 
AS= T (1.2-7) 
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该 公式 表明 :车 希望 计算 系统 从 态 1 变 为 态 2 时 的 炉 变 ,只 需 设 
想 两 态 间 通过 一 条 可 逆 途 径 , 并 计算 所 传递 (吸收 或 放出 ) 的 热量 。 
例如 工 摩尔 水 在 沸点 车 发 ,可 设想 由 水 到 汽 是 准 静 态 过 程 ,所 测 得 的 
蒸发 热 (或 凝聚 热 ) 为 40630 焦 / 摩 尔 { 在 1 大 气压 (atm) 条 件 下 ,此 时 的 
qaa = AHa 化 )。 因 此 ,该 等 温 过 程 的 AS= 40630/373.2= 108.9 焦 / 
开 。 对 于 在 1 大 气压 下 0C (273.2K) 冰 熔化 ,作为 等 温 可 逆 过 程 ,每 摩 


尔 之 as= t s = 焦 / 开 。(latm 等 于 101. 325kPa) 


1 麻 尔 理想 气体 从 体积 V, 等 漫 可逆 彩 胀 到 容积 v, ,可 以 导 得 
如 下 的 AS 计算 公式 : 


AS=RIn (1.2-8) 
也 可 用 物质 的 量 浓度 C 表达 , 即 
AS=Rin C (1.2-9) 


"48 Fb H| B.M109 AIR 6 Ja , Sh Y KR Sr Wk K Bir £: #E Bi) 88 

变 计 算 公 式 为 : 
AS= — n,RlnX, ~ npRInX, (1.2-10) 
式 中 n,m 一 一 分 别 代 表 混 合 液 体 a 及 b 的 物质 之 量 ,摩尔 ; 
Xa、 一 一 分 别 代 表 a K b 相应 的 摩尔 分 数 。 

由 于 X 和 X, 总 是 小 于 1, 致使 InX, 和 InX, 为 负 值 ,所 以 两 互 不 改 
变 分 子 间作 用 力 的 互 溶 液体 混合 成 为 理想 溶液 后 , 炉 值 会 增加 。 溶 
质 的 溶剂 化 , 氨 键 的 产生 ,溶剂 分 子 的 缔 合 作用 变化 或 溶质 间 的 缔 合 
等 ,都 会 显著 地 影响 溶液 的 箭 ,往往 使 溶液 中 焙 值 减少 。 

溶质 和 溶剂 分 子 之 闻 的 溶剂 化 作用 ,会 使 溶质 和 溶剂 分 子 的 无 
序 运动 都 受到 限制 而 导致 它们 的 坑 值 减少 ,不 过 ,人 们 通常 将 所 及 
值 的 减少 皆 归 于 由 溶质 引起 的 。 若 溶质 在 水 中 是 离子 , 则 随 离 子 电 
荷 的 增加 和 半径 的 减少 ,溶剂 化 粮 变 负 得 更 多 。 阴 离子 比 阳离子 更 
易 水 化 。 偶 极 分 子 的 强烈 相互 作用 或 氢 键 供 体 与 受 体 的 键 合 作用 均 
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限制 了 水 的 无 序 运 动 ,从 而 减少 了 它们 的 和 值 。 离 子 在 水 中 入 剂 化 ， 
烩 变 越 负 越 有 利于 离子 的 溶解 ,但 往往 妈 变 超过 丧 变 ,表现 为 离子 能 
溶解 。 非 极 性 分 子 在 水 中 常 进入 由 和 氢 键 形成 的 相当 坚固 的 笼 内 , 结 
果 箭 值 也 减少 。 

一 个 兽性 离子 氨基 酸 在 电离 去 质子 之 前 已 是 高 度 水 合 ， 它 的 一 
级 电离 和 二 级 电离 使 粹 值 噬 低 得 比 一 个 上 典型 弱酸 (一 般 电 离 炉 值 在 
-92 焦 / 开 . 麻 左 右 ) 少 得 多 。 例 如 甘氨酸 阳离子 一 级 电离 成 两 性 离 
子 : 

EN+ - CH, - COOH—H,N*CH,COO + H* 
ASS = -30.5 # /JF ` BE 
由 上 述 两 性 离子 二 级 电离 成 阴离子 时 , 旭 
H,N* ~ CH, ~ COO` ENCO OD +H* 
AS? = -38.5 焦 / 开 ', 麻 
甘氨酸 电离 出 质子 , 原 应 生成 更 多 粒子 而 导致 炉 增 如 ,但 因 水 合 效应 
使 离子 和 质子 以 水 合 形 式 包 纺 了 大 量 水 ,从 而 使 丧 值 大 为 降低 。 

根据 统计 热力 学 推 得 ,物质 分 子 的 间 尔 箭 是 随 相对 分 子 质 量 增 
大 而 增加 ,液态 碳 氨 化 合 物 分 子 中 每 增加 1 个 CH, SE 5 , Fe BZ KOS 
约 增加 32.2 焦 / 开 x 摩 , 固 态 的 约 为 24.3 焦 / 开 x 摩 。 饱 和 脂肪 酸 
在 生物 体内 分 解 代 谢 时 , 在 酶 和 辅酶 A 的 帮助 下 ,每 一 轮 B 和 氧化 过 
程 ,会 降低 了 2 个 CH, 链 节 ,其 减少 丧 值 约 为 64.6 售 / 开 ,但 溶液 中 
多 增加 了 一 小 分 子 乙酰 辅酶 A, 将 导致 精 值 增加 。 

烟 酰 胺 腺 吧 叭 二 核 攻 酸 还 原型 (以 NADH 表示 ) ,还原 丙酮 酸 离 
子 的 反应 中 ,时 

H* + NADH + 再 柄 酸 一 乳酸 ”+ NAD: 
由 于 NAD+ 离 子 比 质子 大 得 多 ,反应 中 会 有 许多 水 分 子 释放 出 来 ， 
因此 反应 导致 壤 增 ( 约 69 焦 / 开 )。 

天 然 蛋 白质 分 子 是 一 种 被 高 度 组 织 起 来 的 多 级 有 序 结构 ,一 旦 
变性 ,一 方面 分 子 会 发 生 伸展 和 解 开 而 使 精 增 加 , 另 一 方面 可 能 与 溶 
剂 的 相互 作用 有 某 种 方式 的 变化 ,以 致 粹 变 又 有 所 增 减 。 
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通常 ,人 体 的 温度 维持 在 310K(37C ) 左 右 , 比 标准 态 参 考 温度 
《298K) 要 高 ,由 于 无 序 性 随 温度 增高 而 增加 ,其 炳 值 也 有 所 增加 , 即 


T 

AS s l: dT (1.2-11) 
温度 变化 不 大 时 ,等 压 热 容 Cp 可 视 为 常数 , 则 

AS=Cumn[+ (1.221925 
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增 诛 理 来 判定 反应 的 自发 性 与 方向 性 。 生 物化 学 实验 往往 在 恒 压 和 
得 温 条 件 下 进行 ,就 需要 新 的 状态 函数 来 预测 反应 的 自发 性 和 方 问 
性 ,以 及 确定 系统 达到 平衡 的 终点 。 


1.3 自由 能 与 反应 自发 性 判 据 


吉 布 斯 (Gibbs) 提 出 一 个 新 的 状态 函数 称 为 自由 能 (后 人 常 称 吉 
布 斯 自由 能 ) ,其 定义 为 
G=H- TS (1.3-1) 
EJ FEEFRE4K2SE PR H 与 S 和 强度 性 状态 函数 TITxS 是 广度 性 
质 ) 组 合 的 ,也 是 广度 性 质 。 系 统 在 定 态 (平衡 态 ) 时 ,G 必 有 定 值 。 
1.3.1 各 由 能 判 据 
在 恒温 条 件 下 发 生 反 应 的 自由 能 变化 为 
AG=AH- A(TS) = AH- TAS (1.3-2) 
由 此 可 见 ,AG 是 AH 和 AS 的 组 合 ,系统 热力 学 能 降低 到 最 小 和 分 
子 运动 或 能 量 分 布 趋向 无 序 使 入 达 最 大 值 ,都 会 导致 系统 自发 地 问 
平衡 态 方向 变化 , 妓 自 由 能 变化 AG 为 负 值 的 反应 是 自发 的 过 程 。 
根据 {1.3-1) 自 由 能 定义 式 , 系统 发 生 一 微小 状态 变化 , 则 
dG=dH-TdS-SdT=dU+VaP+PdV—SdT-TdS (1.3-3) 
若 引 起 自由 能 变化 dG 过 程 是 可 道 的 ,qaw = TdS,dU = TdS— PdV - 
Sw ,由 (1.3-3) 式 可 简化 为 
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dG= VdP-—- SdT —ëw (可 逆 过 程 ) (1.3-4) 
于 是 ,系统 在 恒温 . 重 压 下 进行 一 可 逆 过 程 时 ， 
BI] ~ dG = Bw’ (n EE) (1.3-5a) 
此 式 含意 :在 等 温 等 压 下 ,封闭 系统 自由 能 减少 可 做 出 最 大 有 效 功 。 
这 即 可 进一步 推 得 :车 过 程 是 不 可 道 的 , 则 所 做 的 有 效 功 必 小 于 系统 
自由 能 的 减少 值 。 
倘若 有 效 功 是 电 功 , 则 


-dG= nFE (1.3-5b) 
式 中 F 一 一 代表 摩尔 电量 单位 , 其 值 等 于 96485 库仑 /摩尔 , 称 法 
拉 第 常数 ， 
E 一 一 代表 电池 电动 势 ， 


n 一 一 代表 电子 转移 的 量 ,摩尔 。 
对 于 仅 做 体积 功 的 系统 ,3w' =0, 在 等 漫 等 压条 件 下 ,可 以 得 到 
一 重要 的 结论 : 

-dG 之 0 或 dG<0 (1.3-6) 
按 上 述 条 件 , 无 外 界 影响 下 ,自发 变化 总 是 向 自由 能 减少 的 方向 (dG 
<0) 进 行 ,直至 减少 到 该 情况 下 所 允许 的 最 小 值 (dG =0) ,达到 平衡 
态 为 止 ,自由 能 就 不 再 变化 。 系 统 不 可 能 自动 发 生 自 由 能 增加 (dG 

>0) 的 变化 。 | 
”以 天 然 蛋 白质 或 多 肽 的 变化 为 例 , 可 以 认为 天 然 蛋 白质 有 单一 
的 有 序 构象 ,Qx 然 =1。 变 性 后 多 级 结构 的 链 解 天 和 仁 展 ,可 形成 多 


种 构象 ,Q 杰 性 六 1 则 [Qee/Qx)>1 ,AS 人 E = Rin oe >0, 3818 


增加 使 (1.3-2) 式 等 号 右边 第 二 项 为 负 值 。 破 坏 那些 维持 天 然 构象 

的 蛋白 质 内 相互 作用 时 ,务必 需要 能 量 ,AH 也 将 是 正 。 因 而 可 看 到 

温度 稍 低 时 ,AG > 0(TAS< AH) ,天 然 态 应 是 稳定 的 。 当 温度 足够 

高 时 ,AG<0(TAS> AH) ,变性 态 稳定 ,于 是 天 然 态 自发 向 变性 态 转 

变 。 然 而 天 然 态 一 一 变性 态 处 于 系统 中 或 多 或 少 两 者 多 有 的 平衡 状 

态 后 AG 二 0, 这 就 是 自由 能 通常 可 作为 过 程 自发 性 和 方向 性 或 处 于 
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平衡 状态 的 羯 据 。 

” 若 解 开 的 蛋白 质 分 子 链 有 强烈 的 溶剂 化 作用 , 则 系统 内 总 的 炊 
效应 是 放 热 的 , 即 AH 为 负 值 而 AG 必 为 负 值 ,那么 任 条 温度 下 变性 
都 会 自发 进行 。 不 过 ,分 子 从 有 序 构 象 变 到 无 序 构象 的 总 烂 变 中 就 
可 能 会 包含 溶剂 化 束缚 大 量 水 分 子 而 使 箭 减少 之 项 。 此 时 ,低温 有 
利于 蛋白 质 解 开 。 

交 姆 替 兹 定义 一 类似 量 :A = U -TS, 称 交 姆 誉 兹 自由 能 , 它 是 
在 等 温 等 容 限制 条 件 下 ,以 dA<<0 作为 自发 过 程 或 可 逆 过 程 ( 平 稀 
态 } 的 判 据 ,在 生物 化 学 中 很 难 次 到 这 种 情况 ,因而 不 太 有 六 。 

如 果 系 统 在 等 温 下 从 P, .V, 变化 到 P. V; 时 内 向 体积 功 , 根 据 
《1.3-4) 式 可 知 Sw =0, 则 


dG = VdP 或 AG = | “VdP 《1.3-7) 
对 于 理想 气体 可 得 
=nRTIn 2 =nRTin —1 V, (1.3-8) 


假定 在 27C 时 1 a S Sas ,从 10 大 气压 等 温 
neki 1 大 气压 , 则 一 AG= WR( 可 道 功 )。 


AG = RTInE: =8. 314 x 300. 2xtn 和 = 一 5747.97 焦 { 自发 进行 ) 


WR= -AG= 5747 97 和 
理想 气体 可 逆 过 程 , AH =0,AU=0,qg = WR=5747.92 焦 ( 吸 热 过 


Ë). aS= E= 3242 =19.15 焦 / 开 , 无 序 程度 增加 。 
自由 能 与 温度 的 关系 可 以 用 吉 布 斯 - 刻 姆 均 效 公式 定量 地 表达 。 
从 反应 的 AG 在 压力 恒定 的 条 件 下 随 温 度 的 变化 率 { 255) = - AS 
可 以 推 得 
AG 
Ë r | = 人 或 (年) = - ddT +1  (1.3-9) 
P 
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由 于 反应 熔 变 也 随 着 温度 变化 而 改变 ,其 
AH = [acedT = ACpT + AH, (1.3-10) 
或 中 AH,\I 一 一 代表 积分 常数 ; 
ACr 一 一 代表 生成 物 与 反应 物 的 等 压 热 容 之 差 。 
在 生物 化 学 中 温度 的 变化 范围 一 般 较 小 , 若 将 各 物质 的 等 压 热 容 Cp 
看 作 不 随 温度 变化 的 常数 ,那么 ,AGCP 亦 为 常数 ,因此 ,(1.3-9) 的 积 
分 公式 为 
Ea aü; AH ACT I 
或 m. ACpTInT + IT (1.3-11) 
ee 298.2 处 } 下 的 反应 烩 变 , 即 可 先 求 出 (1.3-10) 
式 中 的 积分 常数 AH ， 另 从 某 一 温度 (如 298.2K) 下 的 反应 自由 能 
变化 又 可 得 知 积分 常数 I。 应 用 此 式 便 可 计算 生物 化 学 中 37 
《310.2K) 时 的 反应 自由 能 变化 。 或 者 使 用 定 积分 式 
入- S= an, - T) -Ace[n Ë — (1.3-12) 
1.3.2 生成 自由 能 与 反应 自由 能 计算 
自由 能 是 一 个 很 重要 的 状态 函数 , 它 不 仅 能 在 等 温 等 压 下 判定 
反应 是 否 能 够 进行 ,而 且 可 用 于 计算 表达 反应 进行 程度 的 平衡 常数 
等 有 用 参数 。 但 它 与 灼 一 样 是 无 法 知道 系统 内 物质 的 绝对 自由 能 ， 
而 是 以 规定 物质 的 生成 自由 能 来 计算 反应 的 相对 目 由 能 变化 的 。 生 
成 名 让 能 的 定义 是 :在 标准 态 { 压 力 为 100kPa( 提 的 为 1 大 气压 ) 、 参 
考 温度 为 298.2K] 下 ,由 最 稳定 的 单质 生成 某 化合 物 时 的 自由 能 变 
化 值 为 该 化 合 物 的 标准 生成 自由 能 AG zx( 人 参见 表 1-1)。 于 是 规 
定 在 标准 态 下 最 稳定 单质 的 生成 自由 能 为 零 。 半 已 知 反应 物 和 产物 
的 生成 自由 能 , 即 可 通过 以 下 公式 计算 : 
AGz2as 2K = ba {AGPF ) 产 物 一 2 (AGP ) 友 点 物 (1.3-13) 
即 所 有 产物 的 生成 自由 能 总 和 减 去 所 有 反应 物 的 生成 自由 能 总 和 ， 
就 可 以 得 到 在 该 条 件 下 的 反应 自由 能 变化 。 
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在 以 水 为 溶剂 的 多 组 分 系统 中 ,物质 的 生成 自由 能 有 进一步 的 
规定 ,也 就 是 说 ,在 100 kPa( 避 的 为 1 大 气压 ) 和 298. 2K 的 水 溶液 
中 物质 的 有 效 浓度 为 1 摩尔 / 升 (物质 的 量 浓度 c=1 摩尔 / 升 ) ,指定 
单位 活 度 ( 即 活 度 a = 1 假想 标准 态 ) 时 ,规定 H* (ag) 的 AHF ,AGF 
和 S™” 为 零 , 从 而 得 到 其 它 物质 的 生成 自由 能 ,可 见 表 1-4。 

表 1-4 ”标准 态 下 水 溶液 中 某 些 物质 的 热力 学 数据 ”” 
AG S” 
kisykipip 8 ua a s D. š gu 
H (aq* ) 
H* (aq,10 `Tmol/L.) * * 


HasO (aq) 69.96 
OH (aq) — 10.54 
CO (aq) 121.3 
H,C0Oy (aq) 191.2 
HCO, (aq) 05.0 
CO H(aq) —53.1 
CH,COOH(aa) — 
CH,.COO (aq) 5 i 
NH, (aq) 110.0 
NHJ (aq) 112.84 
HsPO (aq) 176.1 
HzPO (aq) 89.1 
HPO (aq) —- 36.0 
PO (aq) —218.0 
HClI(aa) 55.2 
CI (aq) 55.2 
乳酸 离子 (aq) = 

再 酮 酸 离 子 (aq) = 

正 珀 酸 二 价 朋 离子 (ag) -一 
甘油 (ag, lmol/L) 


草 酰 乙 酸 二 和 价 阴离子 (ag) 
x [aq) 表 示 在 水 溶液 中 ; 
* x 生物 化 学 中 常用 的 H+ (ag) 浓 度 为 10 "Tmol/L, 于 是 表 中 添加 了 该 滚 度 的 数据 ， 
x * x 有 效 浓 度 是 IC 时 , 指 害 为 单位 活 度 。 
标准 态 下 H+ (aq 前 AHP .A( 愉 和 SS 规定 为 零 。 


. ?1 ` 
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现 以 计算 草 酰 乙酸 二 价 阴离子 在 水 溶液 中 转化 为 丙 醋 酸 阴 离子 
的 标准 自由 能 变化 为 例 ; 
草 醚 乙酸 ?+ H* (aq,10-7mol/L) 一 CDz(aa) + 丙酮 酸 fw 
AGRs >K=( -474.6)+( 一 386.22) -( 一 797， 6) (一 41.3) 
= —21.9 +#£ 
若 某 一 反应 可 以 通过 其 它 几 个 反应 组 合 画 成 ,那么 其 反应 上 自由 
能 变化 也 可 由 其 它 几 个 反应 的 目 由 能 变化 用 代数 和 求 得 。 例 如 ,2- 
磷酸 燃 醇 式 丙 酮 酸 和 腺 苷 二 磷酸 (ADP) 反 应 , 变 为 烯 醇 式 丙酮 酸 和 
腺 背 三 磷酸 (ATP) 的 反应 自由 能 变化 ,可 由 2-2 B 5 89 sN PJ Rs B BO 
水 解 反应 和 腺 车 三 磷酸 (ATP) 的 水 解 反应 等 自由 能 变化 值 代数 和 求 
得 , 即 | 
2.850 SEE TUSNINI + HO 一 一 燃 醇 式 丙 酮 酸 + 磷酸 AG2 = 61.9 和 干 焦 / 摩 尔 
ATP+ H,O==ADP + 磷酸 AG = -30.5 千 焦 /摩尔 
s=) 


2- 磷 酸 烯 醇 式 丙 贾 酸 + ADP 寺 == 烯 醇 式 丙 酮 酸 + ATP AG = 一 31.4 于 焦 / 摩 尔 
假如 一 个 反应 的 AG >0, 则 这 个 反应 是 不 能 自发 进行 的 ,例如 
以 葡萄 糖 和 磷酸 直接 反应 而 制 得 6- 磷 酸 葡 萄 糖 , 由 于 其 AG = 13.8 
千 焦 /摩尔 ,所 以 该 设想 是 很 难 实现 的 。 如 果 添 加 一 个 AG* 很 负 的 
反应 与 上 述 反 应 耦合 或 称 偶 联 ,那么 反应 就 可 进行 , 即 
葡萄 糖 + 磷酸 -一 *6- 磷 酸 葡萄 糖 + H,O AG = 13.8 千 焦 /摩尔 
(8: ATP +H.:O 一 一 ADP+ 磷酸 AG = —30.5 千 焦 /摩尔 


葡萄 糖 + ATP 二 一 -磷酸 荀 萄 糖 + ADP AGS = -16.7 千 焦 / 摩 尔 
耦合 后 的 反应 筷 由 能 变化 为 负 值 而 使 该 反应 能 够 进行 ,这 已 成 为 生 
物化 学 中 葡萄 糖 在 葡萄 糖 激酶 和 Mg 催化 下 分 解 代 谢 的 无 氧 酵 解 
途径 之 重要 一 步 。 耦 合 1 摩尔 高 能 化 合 物 ATP 的 水 解 反 应 ,对 生物 
体 提 供 了 30.5 千 焦 的 自由 能 , 若 在 可 逆 过 程 中 能 全 部 做 出 推动 化 学 
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反应 的 有 效 功 ,但 在 不 可 逆 过 程 会 被 消耗 而 部 分 被 转 为 热能 散发 了 ， 
所 做 出 的 有 效 功 远 小 于 其 释放 的 自由 能 。 于 是 ,人 们 认为 ATP 是 生 
物体 内 储存 能 量 的 高 能 化 合 物 之 一 。 它 在 生物 体内 可 作为 供 能 的 能 
源 以 驱动 那些 诛 非 自发 进行 的 反应 而 参与 生理 代谢 。 


1.4 生物 体内 糖 代谢 


糖 类 是 自然 界 分 布 最 广 的 有 机 物质 之 一 ,作为 重要 的 能 源 各 碳 
源 , 是 生物 体内 需要 的 重要 成 分 。 一 切 生 物 都 有 使 糖 类 化 合 物 在 体 
内 分 解 为 二 氧化 碳 和 水 ,并 放出 能 量 而 代谢 的 化 学 途径 。 糖 在 生物 
体内 代谢 成 为 CO, 和 H,O 所 放出 的 总 能 量 可 由 燃烧 热 测 定 而 求 得 。 
植物 和 微生物 等 均 是 从 糖 原 (淀粉 或 葡萄 糖 等 ) 分 解 中 获得 延续 生命 
所 需 的 能 量 。 糖 类 代谢 的 中 间 产 物 尚 可 为 转变 成 其 它 化 合 物 如 氨基 
屋 、 核 苷 酸 、 脂 肪 酸 等 提供 厂 原 子 和 碳 链 骨架 。 所 以 糖 .脂肪 、 蛋 白质 
和 核酸 等 的 新 陈 代 谢 皆 有 密切 关联 而 不 是 孤立 的 。 机 体 的 新 陈 代谢 
是 相互 协调 的 整体 ,各 种 代谢 都 是 相互 影响 ,相互 依赖 的 。 

1.4.1 糖 在 无 氧 情况 下 酵 解 

为 了 利用 糖分 子 中 蕴藏 的 能 量 , 生 物体 所 采用 的 代谢 中 能 方式 
是 复杂 而 微妙 的 。 糖 的 无 筑 酵 解 是 糖分 解 代 谢 的 重要 途径 之 一 。 葡 
萄 糖 峡 解 的 全 过 程 可 分 别 由 12 个 步骤 来 完成 。 

(1) 和 葡萄糖 在 葡萄 糖 激酶 和 Mg2+ 的 催化 下 ,被 ATP 磷酸 化 , 生 
成 6- 磷 酸 葡 萄 糖 和 ADP, 反 应 的 AG = 一 16.7 千 焦 ; 

(2) 6- 克 酸 葡 萄 糖 在 磷酸 己 糖 异 构 酶 的 俊 化 下 ,转化 为 6- 磷 酸 
果糖 ,AG2 =1.67 千 焦 ; 

(3) 6- 磷 酸 呆 糖 在 磷酸 果糖 激酶 和 Mg2+ 的 催化 下 ,被 ATP S$ 
酸化 ,生成 1 ,6- 二 磷酸 果糖 与 ADP, 其 AG? = - 14.2 千 焦 。 

者 糖 原 作为 起 始 物质 ,再 由 磷酸 三 萄 糖 变 位 酶 催化 而 使 它 变 位 
为 6- 磷酸 葡萄 糖 后 , 方 能 继续 进行 醉 解 代谢 。 在 反应 系统 中 Mg2+ 
与 ATP 可 以 形成 络 合 物 示意 如 下 : 
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| 
变 而 进行 的 , 妇 ( 以 @ 代 表 G S ) 


OH 
Bš - @ + ! - 6845838688 + | ,6- 二 DAS Ns - @ + 6 一 四 葡萄 糖 
(磷酸 化 型 ) 《 非 磷酸 化 型 》 (磷酸 化 型 ) 


(4) 1,6- 二 磷酸 果糖 分 子 在 醋 缩 酶 催化 下 ,在 第 3 与 第 4 碳 原子 
之 间断 裂 成 为 磷酸 二 羟 丙 酮 与 3- 磷 酸 甘 油 醛 ,AG2 =23.8 TE; 


(5) 88 — ssp 2 Sa aye. 磷酸 甘油 醛 ,AG* = 6.28 + 


Ë; 

在 酵 解 正常 进行 的 系统 中 ,由 于 下 二 步 反 应 的 影响 ,这 丙种 分 子 
的 同 分 异 构 之 互 变 平衡 易 问 生 成 3- 磷 酸 甘 油 醛 的 方向 转移 。 

(6) 3- 磋 酸 甘 油 醛 在 3- 磷 酸 脱 和 氨 酶 的 作用 下 和 磷酸 存在 时 ,能 
被 烟 酰 胺 腺 呆 叭 二 核 车 酸 (NAD7 ) 氧 化 (脱毛 ) 和 酶 促 磷酸 化 ,生成 
高 能 磷酸 化 合 物 1,3 -二 磷酸 甘油 酸 , 脱 下 的 氨 由 烟 柄 胺 腺 健 险 二 
核 昔 酸 接受 而 成 为 还 原型 (NADH) ,同时 还 有 HT+ 离子 产生 ,AG* = 
6.3 于 焦 ， 

(7) 1,3 一 二 磷酸 甘油 酸 在 具有 可 逆 性 香 酸 甘油 酸 激 酶 和 Mg2 * 
的 催化 下 ,生成 了 3- 磷酸 甘油 酸 ,AG? = - 18.8 于 焦 , 并 使 ADP 变 
为 ATP 而 以 高 能 磷酸 化 合 物 (ATP) 将 反应 所 放出 的 能 量 储 存 一 部 

分 下 来 ; 

| 每 1 摩尔 六 碳 糖 类 在 第 (4) 步 代谢 中 生成 了 2 BE = I 93 > 
后 ,此 及 应 中 就 有 两 倍 具 有 高 能 磷酸 键 的 ATP 产生 。 

(8) 3- 磷 酸 甘 油 酸 通过 磷酸 甘油 酸 变 位 酶 的 磷酸 化 型 与 非 磺 酸 
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化 型 的 互 变 ,促使 其 和 它们 发 生 交换 磷酸 的 反应 ,从 而 变 为 2- 磷 酸 
H RB ñ , El 

3- 磷 酸 甘 油 酸 + 磷酸 化 型 酶 一 -2,3- 二 磷酸 甘油 酸 + 非 磷酸 化 
型 酶 一 一 2 磷酸 甘油 酸 + 磷酸 化 型 酶 AG? =4.2 T£; 

(9) 2- 磷 酸 甘 油 酸 在 被 激活 剂 Mg 激活 的 烯 醇化 酶 催化 下 ,于 
第 2 与 第 3 厂 厌 子 位 上 脱 一 分 子 (H2O) ,生成 2- 磷酸 烯 醇 式 丙 翻 酸 ， 
AG = 并.67 二 焦 ; 

在 反应 中 分 子 内 部 的 能 量 重新 分 配 , 有 一 部 分 能 量 集中 于 高 能 
磷酸 键 上 。 当 机 体 需 要 时 ,磷酸 烯 醇 式 丙 柄 酸 即 可 水 解 而 放出 标准 
自由 能 一 61.9 于 焦 / 摩 尔 。 

(10) 2- 磷 酸 烯 醇 式 丙酮 酸 在 丙酮 酸 激 酶 的 催化 下 ,生成 精 醇 式 
丙酮 酸 反 应 是 不 可 逆 的 ,将 第 2 个 碳 原 子 上 的 高 能 磷酸 基 团 转移 给 
ADP 而 形成 一 个 储存 高 能 的 ATP, 其 AG? = -31.4 千 焦 ; 

(11) 由 于 烯 醇 式 丙酮 酸 极 不 稳定 ,很 容易 自发 变 成 较 稳定 的 再 
BEJN2 , 故 丙酮 酸 的 生成 不 需要 酶 的 催化 ; 

(12) 丙酮 酸 被 还 原 成 为 糖 类 酵 解 的 最 终 产 物 乳 酸 , 是 在 乳酸 脱 
氢 酶 的 催化 下 进行 的 ,其 AG” = —25.1 和 干 焦 ; 

在 第 {6) 此 3- 磋 酸 甘 袖 醛 脱 氢 时 被 还 原 所 形成 的 NADH 与 H°: 
参加 了 此 还 原 反应 , 它 被 氧化 成 NAD+ ,完成 了 辅酶 物质 的 再 生 有 周转 。 

按 糖 醇 解 的 整个 过 程 计 算 ,一 分 子 葡萄 凿 或 相当 于 一 分 子 葡萄 
粮 的 糖 原 可 变 成 二 分 子 乳酸 (CeHi2Oe。 环 2CH3CHOHOOOH) ,并 以 各 
种 磷酸 化 物 形 式 的 演变 使 酵 解 过 程 方 能 正常 运转 。 特 别 是 第 一 步 葡 
菊 糖 激酶 .第 三 步 磷酸 果糖 激酶 和 第 十 步 琴 酮 酸 激酶 所 催化 的 三 个 
不 可 道 反应 ,它们 是 影响 糖 酵 解 的 关键 。 

酝 解 的 整个 过 程 之 统计 是 一 释放 能 量 (AG? 约 为 -135.6 千 焦 ) 
过 程 。 由 于 1 摩尔 葡萄 糖 酵 解 的 第 一 步 反 应 消耗 了 ATP 1 摩尔 ,在 
第 三 步 反 应 又 消耗 了 工 摩尔 ATP, 而 在 第 七 步 和 第 十 步 反 应 中 各 生 
成 了 1x2 摩 尔 ATP。 于 是 每 摩尔 葡萄 糖 酵 解 成 乳酸 将 净 增 ATP 2 
摩尔 ,也 就 是 : 
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CsH,i;,Os +2H;PO, + 2ADP—>2CH3CHOHCOOH + 2ATP 
1 摩尔 葡萄 糖 在 体外 生成 了 2 摩尔 乳酸 释放 能 量 AG = — 196.6 于 
焦 。 在 体内 变 成 乳酸 过 程 中 ,机 体 以 ATP 生成 方式 捕获 可 供 利 用 的 
能 量 有 30.5 千 焦 X2(30.5 千 焦 是 以 1 摩尔 ATP 水 解 变 成 ADP 和 
FPOs 时 AG = 一 30.5 于 焦 为 依据 的 )。 因 而 1 摩尔 葡萄 糖 在 体内 
酵 解 所 释放 的 能 量 AG = -196.6+ 5x2)= -135.6 千 焦 。 所 


以 葡萄 糖 酵 解 获 能 储存 效率 等 于 一 z 7 £ X100% =31%, 
从 相当 于 1 摩尔 葡萄 糖 的 糖 原 ( 淀 粉 ) 出 发 酵 解 可 得 2 摩尔 乳酸 和 


3 摩尔 ATP, 糖 原 醇 解 效 能 储存 效率 为 — 23 x100% =49.7%。 


根据 利用 动物 肌肉 和 酵母 的 实验 结果 指出 : 酵 解 作用 在 生物 界 
具有 普遍 性 ,其 生理 意义 主要 在 于 释放 能 量 ,使 机 体 在 缺 氧 的 情况 下 
能 从 事 生 命 活动 。 

1.4.2 “ 糖 在 有 氧 情况 干 的 代谢 

大 部 分 生物 的 糖 代谢 是 在 有 氧 情况 下 进行 的 ,有 和 氧 氧化 代谢 实 
际 上 是 糖 的 无 氧 分 解 代谢 至 丙酮 酸 后 之 继续 ,也 就 是 说 ,从 丙 毅 酸 开 
始 有 氧 氧化 另 择 与 无 氧 分 解 时 不 同 的 途径 继续 进行 深度 代谢 ,并 释 
效能 量 到 CO, +H,O 为 止 。 丙 柄 酸 之 后 的 气 化 均 在 线粒体 上 进行 
所 以 ,丙酮 酸 后 的 代谢 实质 上 也 是 有 氧 氧化 从 酵 解 中 分 支出 来 的 反 
应 ( 见 图 1-2)。 这 是 糖 有 氧 氧 化 代谢 从 葡萄 糖 到 丙酮 酸 经 乙酰 辅酶 
A 而 进入 三 羧 酸 循环 ， 街 底 氧 化 成 二 氧化 碳 和 水 的 一 系列 连续 反应 


葡萄 和 精 或 糖 原 (在 胞 液 中 )- 一 一 一 丙酮 酸 一 本 多 BA- 一 CO +H, O 
kl! =F 
乳酸 线粒体 及 循环 


R&— hh uk 比 表示 有 和 氧 氧化 在 分 支 中 程度 
r 7 C 


图 1-2 糖 有 氧气 化 和 醇 解 关 系 图 解 
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所 组 成 完整 代谢 途径 的 关键 。 于 是 ,由 此 分 几 步 叙述 : 
(1) 丙酮 酸 迁移 到 线粒体 膜 上 受 两 酮 酸 脱 氢 酶 系 催化 ,进行 了 
不 可 逆 的 氧化 和 胶 羧 反应 ,并 与 辅酶 A 结合 而 形成 乙酸 辅酶 A, 即 
WISS01% 38 2 


H;,CCOCOO + HS — ÇA + NAD” —— H;Cc0O - SC 
(两 醒 酸 ) (辅酶 A) 《辅酶 I) (ZE —_ 
+ CO, + NADH+ H` 


其 AG” = -33.47 +ftš. 
组 成 酶 系 的 有 三 种 酶 :丙酮 酸 脱 羧 酶 、 硫 辛酸 乙酸 移 换 酶 和 二 和 氢 
硫 斑 酸 脱 毛 酶 。 


S~ 
参加 酶 系 的 辅酶 有 : 硫 胶 素 焦 磷酸 (TPP)、 硫 辛酸 pe )、 畏 


酶 A、 黄 素 腺 呀 叭 二 核 背 酸 (FAD) 和 辅酶 IL 烟 酰胺 腺 嘎 聆 二 E tF Be 
(NAD )]。 参 见 图 1-3, 


x H, CCH 
TP (en COOH FADH: iQ 
Ree) 
二 氢 硫 痊 酸 
H.CCOCOOH 2.2 脱 氢 酶 Í 
人 NADH4:H* 
H. ee (CH,)XCOOH FAD 
(CH,), COOH 
乙酰 ew HS 
HS 一 二 拨 硫 辛 睦 
HS A H.CCSC.A 
F$ Th Eš 


图 [-3 丙酮 酸 气 化 与 脱羧 的 酶 系 催化 肥 应 图 示 
(2) 乙酰 辅酶 A 的 乙 吕 基 通 过 三 羧 酸 循环 ,在 有 和 氧 的 条 件 下 被 
彻底 氧化 成 CO, 和 HzO。 三 羧 酸 循环 又 称 柠 样 酸 循环 , 它 不 仅 是 糖 
有 和 氧 分 解 代 谢 的 途径 ,也 是 机 体内 一 切 有 机 物 碳 链 氧化 成 CO, 的 必 
经 过 程 。 三 羧 酸 循环 出 许 多 步骤 反应 所 组 成 
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(i) 乙酰 辅酶 A 在 柠檬 酸 合 成 酶 的 催化 下 ,与 草 酰 乙酸 化 合 后 
即 水 解 而 生成 柠檬 酸 , 其 AG2> = -31.38 于 焦 。 

(ii) 当 辅 助 因 素 Fe 存在 时 , 柠 样 酸 在 顺 乌 头 酸 酶 的 催化 下 ， 
经 顺 己 头 酸 途 径 转变 为 异 柠檬 酸 ,AG2 约 为 +8.37 于 焦 。 

(iii) 在 晃 森 檬 酸 脱 氢 酶 的 催化 下 , 异 森 檬 酸 脱 去 2H, 经 中 间 产 
物 草 酰 琥珀 酸 迅速 地 脱羧 而 生成 上 酮 戌 二 酸 ,并 放出 CO,。 去 和 氨 和 
脱羧 反应 尚 需 辅酶 NAD* 及 Mg 在 线粒体 处 进行 ,或 者 在 辅酶 
NADP' (NAD -的 磷酸 化 合 物 ) 及 Mn2 存在 于 ,于 线粒体 和 胞 浆 中 
进行 。 其 AG” 约 等 于 一 8.37 干 焦 。 

(iv) ce- 柄 成 二 酸 (HOOCCOCHCEHCOOH ) 在 硫 辛 酸 ,TPP、 
FAD 和 Mg” 的 存在 下 ,与 NAD+ 及 HSC.A 发 生 氧 化 脱羧 反应 , 生 


O 
| 
成 了 琥珀 酰 辅酶 A(HOOCCH2CHz C 一 SC,A) NADH 及 H+ , B£ 


放 了 一 份 CO,。AG” = -33.47 干 焦 , 大 量 地 释放 能 量 使 该 反应 成 
为 明显 的 不 可 逆 过 程 。 

(v) 政 珀 酰 辅 酶 A 于 Mg + 存在 时 经 琥珀 酰 琉 激 酶 的 催化 ,将 
其 高 能 硫 酯 键 转移 至 二 磷酸 乌 苷 (GDP) 上 而 形成 总 珀 酸 和 三 磷酸 鸟 
苷 (GTP)。 然 后 GTP 与 ADP 反应 生成 一 个 ATP, 此 称 底 物 磷酸 化 。 
其 反应 式 如 下 : 


O 
| RW 
HOOCCFTCH2 CSCA + H,PO, + GDP Me POOUCEPCHPCOOH +GTP+ HCÇA 


GTP+ ADP =—==ATP +GDP 
AG = —3.35— —2.93 于 焦 
(vi) BE3HBR24E SER Be k S BS I488Ss FAD 存在 下 ,催化 氧化 为 延 
胡 索 酸 (HOOCCH = CHCOOH) ,FAD 转 成 还 原 式 FADH; ,可 能 还 需 
要 Feet 之 存在 ,其 AG2=“0。 
(vii) 延 胡 索 酸 在 延 胡 索 酸 酶 的 作用 下 加 水 而 生成 苹果 酸 
(HOOCCHsCHOHOOOH) ,AG” = 一 3.77 T£. 
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(viii) 在 苹果 酸 脱 氢 酶 和 辅酶 NAD”* 的 作用 下 ,苹果 酸 被 氧化 


成 草 酰 乙酸 (HOOCCHL: Cy , 且 有 NADH 和 H' 形成 ,AG™ = 
+ 20 7 PF 4EO 

草 酰 乙 酸 的 重新 形成 又 进入 下 一 轮 三 羧 酸 循环 和 另 一 分 子 乙酸 
辅酶 A 反 应 而 生成 柠檬 酸 。 每 经 三 羧 酸 循环 一 周 ,就 消耗 了 一 分 子 
乙酰 辅酶 A(2C 化 合 物 ) , 而 三 羧 酸 及 二 着 酸 无 增 减 ,因此 在 理论 上 
这 些 羧 酸 仅 需 微量 即 可 不 停息 地 进行 循环 ,促使 一 个 个 分 子 的 乙酰 
辅酶 A 氧化 ,参见 图 1-4。 在 三 凌 酸 循环 中 许多 反应 是 可 逆 的 ,但 由 
于 术 榜 酸 的 合成 和 w- 酮 成 二 酸 的 氧化 脱羧 是 不 可 逆 的 ， 故 此 循环 是 


CH, CO-- SC, A 


HSC. À 
AA CH, COOH 
一 Ü .. 
草 酰 乙酸 (4C) ES 
C Vii) CH:COOH 
HCOOH 
CH,COOH H(OH) COOH 
CH(OH) COOH 蜡 柠 楼 酸 (6C》 
苹果 酸 {4C) 二 着 酸 插 环 Ciii) Na 
CV ñ) 
H,O CH, COOH 草 酰 
* CHCOOH (ucoon i 
HOOCCH #4 3288 (4C) es 《6C) 
Lli 
2H CY1) es: 
CH, COOH 
H, COOH | CH, 
CH 2 COOH HSC, A CO 2. COOH 


WmROQC O Gv) ya- 酮 友 二 酸 (5C) 
— COOH 2 
GTP CH,CO-SC.A V “CO, 


HSC,A GDP 琥 到 酰 CoA 2H 


Pi {4C) 
图 1-4 三 拔 酸 循环 示意 
(P, (K BB) 
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在 细胞 线粒体 内 单方 向 进行 着 。 丙 酮 酸 所 含 的 三 个 碳 原 子 , 除 其 中 
之 一 已 在 进 人 循环 前 形成 乙酰 辅酶 A 时 即 先 被 氧化 产生 一 分 子 
CO, 外 ,其 它 二 个 碳 原子 分 别 在 三 羧 酸 循环 内 的 {ii) 与 (iv) 步 反应 时 
被 氧化 ,共生 成 了 二 分 子 CO: 。 总 之 ,丙酮 酸 发 生 氧 化 反应 而 脱羧 ， 
随后 在 三 羧 酸 循 环 中 进行 上 述 的 (iiiy (iv) 人 vi) 和 (vii) 步 骤 的 反应 
而 各 脱出 一 对 氢 原 子 , 并 传 给 了 NAD+ 和 下 AD, 经 呼吸 链 由 氧 接受 
生成 水 。 

葡萄 粮 有 和 氧 代 谢 (CeHizOs + 6O,—6CO, + 6H2O) 时 ,其 所 释放 
的 自由 能 AG? = -2870.2 于 焦 / 摩 尔 。 这 说 明 在 机 体内 不 会 骤然 全 
部 释放 ,而 一 些 释放 自由 能 的 过 程 往往 与 一 些 吸收 能 量 的 过 程 相 奈 
合 而 作出 有 效 功 以 驱动 代谢 反应 之 进行 。 高 等 生物 活动 所 需要 的 自 
由 能 ,主要 是 来 自 凌 酸 循 环 提供 的 。 在 机 体内 的 糖 有 和 氧 代谢 各 步骤 
上 反应 中 所 脱 去 的 H, 425 O 化 会 成 水 分 子 时 , 均 看 联 着 ADP 转变 
为 ATP 的 磷酸 化 反应 。 因 而 糖 有 氧 氧 化 过 程 中 所 释放 的 大 量 能 量 
大 部 分 是 以 ATP 等 高 能 磷酸 化 合 物 的 形式 保存 ,然后 才 供 给 机 体 利 
用 。 

实验 结果 表明 ,在 氧化 分 解 反 应 中 脱 去 的 日 经 NAD: 或 
NADP* 等 传递 至 气 时 , 可 以 生成 3 + ATP, 若 经 FAD(FAD 一 
FADH; ) 或 黄 素 单 核 车 酸 (FMN->FMNH,) 等 传递 至 氧 时 可 生成 2 
个 ATP。 因 此 1 摩尔 世 萄 糖 在 有 和 氧 代谢 过 程 中 统计 所 产生 的 ATP 
摩尔 数 如 下 (每 摩尔 ATP 蕴藏 能 量 以 水 解 自 由 能 释放 30.5 千 焦 计 
算 ): 即 每 摩尔 葡萄 糖 在 机 体内 彻底 氧化 时 净 产 生 38 摩尔 ATP( Ë 
糖 意 开始 ,每 个 前 萄 糖 单位 净 得 39 摩尔 ATP)。 对 比 无 氧 之 酵 解 ， 
可 知 糖 的 有 氧 代谢 为 机 体 提 供 更 多 能 够 被 利用 的 自由 能 。 其 能 量 储 
存 率 为 D723 X100% =40.4%。 

糖 的 有 氧 代谢 及 三 羧 酸 循环 还 可 能 是 造成 生物 体内 振荡 现象 的 
原因 之 一 。 

凑 酸 循环 是 在 储 的 横 纹 肌 各 肝 中 得 到 证 实 而 提出 来 的 ， 现 已 得 
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反应 HH 传递 ”能量 


WF as 由 产生 (sJ) 
荀 萄 糖 一 6- 磷 酸 葡萄 糖 一 | 失 30.5 
6- 磷 酸 果糖 一 1 ,6- 二 磷酸 果糖 -1 失 30.5 
醇 解 4 3- 磷 酸 甘 油 醛 1,3- 二 名 酸 甘 油 酸 3x2 获 183 
1,3- 二 磷酸 甘油 构 一 3- 礁 酸 甘 油 酸 1X2 获 6i 
2- 磷 酸 烯 醇 式 再 酮 酸 -一 烯 醇 式 丙酮 酸 I x2 3k 61 
sie | 黄酮 酸 一 乙酰 辅酶 A 3x2 获 183 
Fr Er i ñ0—= Pr PEL 30 RM 3x2 获 183 
和- 本 成 二 酸 一 政 珀 酰 辅 酶 A 3x2 获 183 
政 珀 酰 辅 酶 A— SETRB2 1x2 获 61 
琥珀 酸 一 延 胡 索 酸 2x2 获 122 
苹果 酸 一 草 栈 乙酸 3x2 获 183 


总 计 净 产生 38 摩尔 获 1159 


知 生 物 界 ( 包 括 动物 植物 和 微生物 ) 中 普遍 都 存在 着 填 酸 御 环 途径 ， 
它 的 重要 性 不 仅 是 供给 生物 体能 量 , 而且 还 是 糖 .脂肪 、 蛋 白质 三 大 
物质 转化 的 枢纽 。 循 环 中 所 产生 的 各 种 重要 中 间 产 物 可 为 细胞 生物 
会 成 多 种 化 合 物 提 供 碳 骨 架 , 有 的 有 机 酸 如 柠 柑 酸 和 苹果 酸 等 也 是 
某 些 植物 果实 中 积累 物质 。 

1.4.3 糖 代谢 的 其 它 途 径 

糖 的 无 氧 醇 解 和 有 和 氧 筑 化 代谢 是 生物 体内 糖分 解 代谢 的 主要 途 
径 ,但 并 非 是 唯一 的 途径 ,在 实践 中 尚 发 现 糖 的 其 它 代谢 途 径 。 

(一 ) 乙醇 酸 循环 

在 实验 中 发 现 ,许多 微生物 如 大 肠 杆菌 .固氮 菌 等 能 够 利用 乙酸 
作 碳 源 来 滋养 机 体 ,它们 有 两 种 特异 的 酶 (苹果 酸 合成 酶 和 异 森 样 酸 
裂解 酶 ), 促使 糖分 解 代 谢 在 羧 酸 循环 中 另 辟 一 条 途径 进行 , 成 为 送 
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闪 循 环 支 路 。 由 于 中 间 代 谢 物 是 乙 醛 酸 , 故 又 称 乙 醛 酸 循 环 ,可 参见 
15. 
Z25658 A HSC. A 


mt ¿ N: Fr ik 
"í 乙酸 酸 树 环 
1 46 BÉ 
gm HSA HiO+ ` 
/ 乙酰 辅酶 A ; 
| a — Ñi r — RÉ 
| @ ` Z BE BD ; 


š W 3:88 


` 玻 珀 酰 SC. A 


w _ _ 一 


图 1-5 ZASEñQ083F( = V BR4SEPCOE BE) 
(D34880 88; 3 LR S EENI. 
乙酸 在 乙酰 辅酶 A 合成 酶 与 ATP 及 辅酶 A 参与 下 可 活化 成 乙 
酰 辅 酶 A EB 


CH3COOH + HSC,A + ATP CH3COSC,A+ H;O+ AMP+ PP, 
然后 经 着 酸 循环 前 几 步 又 反应 变 成 异 林 榜 酸 。 于 是 在 异 村 糠 酸 裂 解 
酶 催化 下 ,生成 乙 醛 酸 与 琉 珀 酸 ,从 而 构成 一 条 羧 酸 循环 中 的 支 路 ， 


即 
异 柠 衬 酸 烈 解 栈 
HOOCCH,CH (COOH)CH(OH)COOH —Frf[HO+ HOOCCH,CH;COOH 
乙酸 本 3 sP 


乙 醛 酸 与 乙酰 辅酶 A 在 苹果 酸 合成 酶 催化 下 合成 苹果 酸 , 也 就 是 : 


HOCCCHO + CH,CO - SCA+ HO == HOOCCH SO 二 HSCA 
乙 醛 酸 š Š 3⁄ B 


综 上 所 述 , 乙 醋 酸 循环 的 总 反应 是 : 
2CH3CO— SCA+2HO+ NAD* —HOOCCH;CH;COOH + 2HSC,A + NADH+ H+ 
从 乙酸 开始 的 乙 醛 酸 循环 总 反应 是 : 
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乙酰 辅酶 A 合成 栈 


2CH,COOH + NAD! +2 ATP— HOOCCFDCH,COOH+ NADH+HR* +2AMP + 2PP. 
式 中 AMP 一 一 代表 腺 车 5 -- 磷 酸 ; 
PP 一 一 代表 无 机 焦 磷 酸 。 

每 摩尔 乙酸 开始 进入 其 酸 循 环 需 消耗 1 摩尔 ATP ,在 羧 酸 循环 中 由 
异 柠 樟 酸 进入 支 路 后 ,只 有 1 摩尔 政 珀 酸 参 与 溢 酸 循环 却 能 产生 8 
摩尔 ATP 和 1 摩尔 苹果 酸 。 

{二 ) 磷酸 成 糖 途径 

在 实验 中 发 现 ,许多 微生物 秋 动 物 组 织 中 ,特别 是 在 植物 组 织 中 
普遍 地 存在 男 有 糖分 解 代谢 途径 ， 此 过 程 大 致 如 图 1-6 所 示 。 其 主 
要 特 扣 是 葡萄 粮 (6C, 己 糖 ) 直 接 脱 迄 和 脱 凌 而 形成 5- 磷 酸 核 酮 糖 等 
5C 上 戊 糖 后 ,在 转 酮 醇 酶 和 转 醛 醇 酶 的 作用 下 ,再 进一步 代谢 ,所 以 将 
此 途径 称 作 糖 代谢 的 磷酸 上 成 糖 途径 ,又 可 称 为 克 酸 己 糖 支 路 。 但 发 
现 此 途径 的 后 阶段 反应 并 非 如 图 1-6 所 示 的 那样 简单 ,反应 过 程 中 
尚 有 多 种 新 的 中 间 产 物 生成 ,这 说 明 过 程 的 后 阶段 尚未 完全 了 解 清 
楚 。 


5 磷酸 葡萄 糖 (6C, 己 糖 ) 


NADP+ 
a 磷酸 二 送 丙 酮 
6- 8$ Ék 8) #@3 388 Pq BS ( 6C) 加 市 
而 O 
DP-+ 2 ra 3- 故 酸 甘油 醋 


NA 
NADP4TH ] 6- 磷酸 葡萄 糖 琶 (6C) @ 

cO @ 
: 全 ,5- 磷 酸 木 酮 糖 ”3- 磷酸 甘油 醛 a- 989 F8s 


imami Ze (5C) > GO S< ac 
(5C 戊 糖 ) SS 5- 磷 酸 核 糖 。” 7- 磷 酸 景 天 糖 ”6- 磷 酸 果糖 
C5C) (7C) (6C) 


图 1-6 磷 酚 成 糖 代谢 途径 
站 与 @ 4. 磷酸 葡 欧 精 脱 气 酶 ”加 SERS Q 表 异 构 酶 G) 异 构 酶 
加 与 图 转 乓 醉 酶 又 陈 转 羟 乙 醛 酶 ”加 FeRERRSS X P5st 2 NN 35 B 
@ 理 酸 丙 糖 异 构 酶 
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磷酸 上 成 粮 途 径 是 与 糖 的 有 和 氧 和 无 氧 分 解 代谢 两 种 途径 相 联 系 
的 。 磷 酸 甘 油 醋 成 为 上 述 三 种 途径 的 关联 点 。 在 此 途径 中 磷酸 
葡萄 糖 脱 氨 酶 所 需 的 辅酶 是 烟 栈 胶 腺 上 果 聆 二 核 苷 酸 碟 酸 (NADP* )， 
所 产生 的 5- 磁 酸 核糖 ,也 是 核酸 生物 合成 的 必需 原料 。 由 于 生成 的 
6- 磷 酸 果 糖 可 转化 为 6- 磷酸 葡萄 糖 而 显 出 循环 机 制 性 质 , 所 以 也 有 
称 之 为 碟 酸 戌 糖 循环 。 一 个 葡萄 糖分 子 每 循环 一 次 仅 脱 去 一 个 羧基 
而 放出 一 分 子 CO, ,以 及 脱 两 次 氢 诛 子 而 形成 两 组 NADPH + H* , 
按 此 支 路 统计 ,六 碳 葡 萄 糖分 解 代 谢 产生 了 6 分 子 CO, ,其 反应 为 

6(06- 磷 了 酸 荷 萄 糖 ) + 6O;, -+5(6-8%82 449388) + 6CO, + SH2O+ H;PO, 
经 过 一 次 循环 又 生成 五 个 6- 历 酸 葡 萄 糖分 子 。 这 里 可 有 6 摩尔 
ATP 储存 了 循环 中 1 摩尔 葡萄 糖 彻 底 氧 化 所 释放 的 部 分 能 量 。 


1.5 喇 类 物质 的 代谢 能 量 


脂肪 也 是 生物 体内 的 一 种 能 晤 贮藏 形式 ,通常 ,1 摩尔 脂肪 酸 例 
如 标 枸 酸 Cie H, O, 完全 氧化 生成 CO, 和 H,O 时 所 释放 的 能 量 为 
AH= -9764.8 千 焦 ， 而 每 摩尔 葡萄 糖 完 全 氧化 所 释放 的 能 量 AH 
为 -2884.2 千 焦 。 由 此 可 见 , 脂 肪 酸 所 包含 的 能 量 颇 多 。 
1.$.1 脂肪 本 BE 气 化 分 解 的 能 最 转移 
和 肪 琶 来 自 脂肪 酸 甘 油 酯 的 水 解 , 它 是 由 一 组 脂肪 酶 众 化 而 进 
行 的 反应 所 得 。 生 物体 内 脂肪 酸 氧 化 分 解 的 主要 方式 是 “B- 氧 化 ”， 
它 的 基本 过 程 是 : 先 通 过 脂肪 酰 CA 合成 酶 催化 而 活化 变 为 脂肪 醚 
CoA, 然 后 经 "B- 氧 化 ,每 次 B- 氧 化 过 程 含有 4 步 连续 的 反应 ,发生 在 
脂肪 酰基 的 B- 碳 上 ,使 脂肪 酰 C.A 脱 去 两 个 碳 链 节 而 分 裂 出 乙酰 
CA， 这 氧化 过 程 可 连续 地 进行 直至 最 后 生成 CH,COSC,A 为 止 。 


(1) RCOOH+ ATP+ HSCA SEM 


RCO SC.A + R,P.G; + AMP( 活 化 用 去 1 个 ATP) 
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H 
FAD+ RCH,CH,COsC, A — BAS A 38 a CC -COOSC A+ FAD-2H 
H 


A z H 
RCH= CHCOSC,A + H;,O C(OH)CH,CCSC,A 


8 关 脂 酰 辅 随 A 脱 气 酶 


次 
RCCH,COSC,A íf 
| 环 


(2) NAD" + RCH(ORH)CHSCOSCA 
J 
| + NADH + H° 


全 酮 驴 解 本 


CH ,COSG A + ROOSCA 


以 上 (2) 的 B- 氧 化 过 程 可 连续 循环 发 生 ,每 次 都 能 形成 1 个 乙醚 
CA 个 FADH 和 1 个 NADH ,它们 会 进一步 参与 三 送 酸 循环 、 呼 
吸 链 和 和 氧化 磷酸 化 等 的 氧化 而 产生 (12+2+3)=17 个 分 子 ATP。 
因此 对 于 1 摩尔 棕榈 酸 ,经 一 次 活化 ,7 次 循环 的 B 氧 化 过 程 就 能 形 
成 7 摩尔 FADH2 .7 摩尔 NADH 和 8 摩尔 乙酰 CA, 于 是 扣 去 活化 
时 所 用 去 的 1 摩尔 ATP 后 共产 生 (12x8+2x7+3x7-1)=130 
摩尔 ATP, 总 共 能 贮藏 能 量 ( 水 解释 放 能 量 AG”= — 30.5 千 焦 / 摩 
尔 计算 ) 为 30.5 千 焦 x130= 3965 于 焦 。 

棕 枸 酸 在 生物 氧化 彻底 分 解 过 程 中 所 释放 的 AH 能 量 ,部 分 消 
耗 于 供给 生物 体 活 动 必 需 的 能 量 之 外 ,还 有 部 分 能 量 以 AG 形式 做 
了 有 用 的 化 学 功 而 转移 至 ATP 高 能 键 中 迪 存 起 来 。 

1.5.2 奇数 碳 原子 {Cza+l) 脂 肪 酸 B- 氧 化 贮存 的 能 量 

Cn+1 脂 肪 酸 例如 珠光 脂 酸 C1; HyO 〇 O; 在 通过 BB 氧化 7 次 循环 
后 ,可 分 裂 生成 7 个 乙酰 C,A 和 最 后 生成 1 个 丙 酰 辅酶 A。 对 比 上 
述 软 脂 酸 的 BB 氧化 过 程 ,1 个 珠光 脂 酸 在 7 次 循环 过 程 中 的 代谢 分 
解 与 其 相 类 似 , 即 每 次 循环 形成 1 个 乙酰 辅酶 AL 个 FADH 和 1 
个 NADH。 因 此 ,1 个 17 碳 的 脂肪 酸 经 1 次 活化 和 7 次 循环 的 BB& 氧 
化 过 程 就 能 形成 了 个 FADH: 7 个 NADH 和 7 个 乙酰 CA, 每 次 循 
环 后 所 生成 的 乙酰 C,A .FADH 和 NADH 再 进一步 经 三 羧 酸 循环 、 
呼吸 链 和 氧化 磁 酸 化 氧化 ,会 生成 (12+2+3)=17 个 分 子 的 ATP， 
则 综合 7 次 循环 总 共 可 产生 (7x2+7x3+7xl2-1)=118 个 分 子 
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的 ATP。 每 摩尔 珠光 由 酸 的 这 一 能 量 转移 过 程 可 以 由 ATP 贮存 了 
3599 千 焦 。 

Can+1 珠 光 脂 酸 经 BE 氧化 分 解 过 程 最 后 剩 下 的 是 天 酰 CuA, 它 在 
体内 希 通 过 下 述 的 酶 催化 反应 变 为 政 珀 酰 C.A ,然后 进入 三 着 酸 循 
环 彻底 氧化 。 

CIRCEPCO- SC A + ATP + CO, WB A Bb. , CHaO - SC.A + ADP + P, 
两 酰 辅酶 入 甲 基 两 二 酸 单 酰 C.A 
COOH 
i 轴 基 再 二 酸 单 酰 C.A 变 位 酶 . 
CH,CHO0 ~ SGA 一 一 一 一 一 一 一 一 一 -HOCOCCHCHCD- SC.A 
3ESRBECSUNSA 
1 分 子 琥珀 栈 CoA 在 三 送 酸 循环 中 可 形成 6 分 子 ATP, 减 去 羧 化 反 
应 消耗 1 分子 ATP 后 ,实际 又 形成 5 分 子 ATP。 所 以 每 摩尔 珠光 脂 
酸 在 琥珀 酰 C,A 彻底 氧化 代谢 后 还 蕴藏 了 152.5 千 焦 的 AG 能 量 。 

不 过 , 申 基 丙 二 酸 单 酰 C.A 变 位 酶 在 催化 甲 基 丙 二 酸 单 酰 C.A 
变 位 反应 时 需要 维生素 PB, 为 辅酶 。 当 缺乏 维生素 Bw 而 贫血 时 ,在 
尿 中 往往 出 现 甲 基 两 二 酸 ,这 也 造成 AG 能 量 的 损失 。 

实际 上 ,乙酰 CA 的 氧化 代谢 要 复杂 得 多 。 脂 肪 酸 氧化 时 所 分 
裂 出 来 的 乙酰 CA 在 动物 体内 除了 一 部 分 进 和 人 三 送 酸 循环 直接 气 
化 外 ,大 部 分 在 肝 内 经 下 述 反 应 过 程 有 部 分 重新 转化 为 乙醚 CuA, 然 


后 进 人 三 羧 酸 循环 中 ,或 者 彻底 氧化 分 解 , 或 用 于 会 成 胆固醇 等 。 
2CH,CO— SC, A—CH;COCH,OO ~ SA + HS LA 
OH 
CH,COCH;CO- SC,A + CHICO- SC A ?HOOCCHy—C—CH2CO— SCA + HSC.A 
ca 
OH 
HOOCCHE CH200- SC A—CH,COCH;COOH+ CHBCO— SC,A 
CH, 
CH.GOCH,COOH + NADH+ ttt —CH,CH(OH)CH,COOH + NAD * 
DCE PZ Ju EE ERS p-22 1 52. Z Bk Z, RQ 3 E: H- R BR F NU 53) IF 3£ 
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中 间 产 物 , 统 称 为 斋 体 。 它 们 成 为 肝 外 其 它 组 织 利用 能 源 的 ~ 种 方 
式 。 如 果 正 常人 饥饿 过 度 ,或 糖尿 病 患 者 , 肝 内 生成 的 这 些 鳃 体 就 会 
积 察 ,造成 酮 血 ( 或 尿 ) 症 , 迎 中 乙酰 乙酸 .p 羟 丁 酸 浓度 过 高 又 会 引 
起 血液 pH 值 下 降 , 破 坏 了 生物 体内 的 酸 碱 平衡 条 件 , 导 致 常见 的 一 
种 代谢 性 酸 中 毒 。 


根据 热力 学 分 析 , 生 命 过 程 伴随 着 能 量 代谢 ,需要 摄 人 体内 的 糖 
( 深 粉 )、 脂 了 肪 等 在 代谢 过 程 中 所 提供 的 能 量 ,一 部 分 鱼 存 于 生物 合成 
的 高 能 化 合 物 ( 例 如 ATP 等 ) 中 , 另 一 部 分 以 自由 能 AG 形式 供 生命 
过 程 做 功 ( 包 括 各 种 运动 ) 及 与 某 些 生物 合成 过 程 偶 联 。 还 有 部 分 能 
量 以 熔 的 形式 放出 ,从 而 维持 适合 生命 活动 的 体温 ,其 AH 应 为 负 
值 ,因为 生命 过 程 能 自发 地 进行 时 ,AG 也 应 为 负 值 , 按 AG= AH - 
TAS 公 式 ,可 知 AS 为 正 值 , 即 生命 活动 总 体 来 说 , 982 2 EH H Jl. 
AS 也 有 负 值 的 情况 ,譬如 各 种 氨基 酸 按 指令 翻译 转录 或 合成 生物 体 
的 多 了 肽 链 。 故 生物 体 必 须 摄 人 适量 的 曹 养 , 供 生 命 过 程 合 成 必需 的 
生物 代谢 化 合 物 ,这样 可 导致 所 需 营养 进 人 体内 的 炳 变 为 负 值 ,以 减 
少 整体 生命 活动 时 雯 变 的 增加 。 由 此 可 以 认为 ,热力 学 在 生命 活动 
中 对 能 重 转变 和 传递 的 平衡 计算 ,提供 了 基本 原理 而 占有 极其 重要 
的 地 位 。 

脂肪 在 生命 过 程 的 新 陈 代谢 中 也 能 代替 糖 类 代谢 而 提供 生活 所 
需 的 能 量 。 然 而 , 当 供 应 机 体 的 糖 和 脂肪 过 量 时 ,机 体会 让 脂肪 积累 
起 来 。 所 以 在 这 种 情况 下 机 体 进 行 运动 ,以 消耗 多 余 的 能 量 , 消耗 的 
能 量 也 有 一 部 分 与 蛋白 质 合 成 所 需 的 能 量 侦 联 。 因 此 ,开拓 营养 学 ， 
对 能 量 与 营养 的 恒 算 很 有 必要 。 

此 外 ,光合 作用 也 为 生物 界 中 的 能 量 代 谢 和 物质 代谢 提供 了 了 驱 
动力 ,这 将 在 其 它 章节 阐述 。 

然而 ,自然 界 发 生 的 过 程 都 是 趋向 不 可 逆 的 , 即 不 可 能 在 外 界 
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(环境 ) 无 所 改变 的 条 件 下 使 其 过 程 逆转 复原 。 虽 然 生物 机 体 具有 许 
多 有 序 性 特征 ,但 生物 机 体系 统 的 总 新 陈 代 谢 过 程 也 是 单方 向 进行 
的 ,其 内 容 极 其 复杂 。 概 括 整 个 机 体 的 散 开 系统 而 言 ,新陈代谢 过 程 
的 不 可 闭 性 表现 在 两 方面 一 一 能 量 的 耗 散 和 机 体内 含 趋向 混杂 无 序 
化 ( 即 炉 增 效应 )。 这 将 导致 AG= AH- TAS 为 负 值 。 

能 量 耗 散发 生 于 机 体内 各 类 多 种 多 样 的 分 解 和 合成 代谢 过 程 或 
能 量变 换 与 传递 过 程 中 , 当 生 物 机 体 从 环境 摄取 必需 营养 和 能 量 ,用 
以 必 藏 或 做 化 学 功 时 ,在 其 代谢 过 程 中 都 会 将 部 分 能 量 以 热 形 式 耗 
散 ; 若 从 环境 中 摄取 非 恰 当 物 质 或 不 适量 的 营养 以 及 未 能 完全 排泄 
掉 代 谢 的 废物 时 , 便 会 促使 机 体 趋向 混杂 无 序 化 。 

由 于 灶 是 系统 的 广度 性 质 ,过 程 中 总 炉 变 可 认为 是 各 组 成 部 分 
悄 变 之 和 ,期 系统 和 环境 相互 作用 而 引起 的 婵 流 dS 与 系统 内 部 原 
因 所 造成 的 炉 产 生 dS 的 加 和 。 于 是 系统 总 炉 变 为 

dS= deS+ dS 


对 于 温度 为 的 封闭 系统 , 炉 流 dS 与 过 程 中 da 的 联系 是 uS= Sd; 
系统 内 篇 产生 drS 水 不 为 负 值 ,在 可 逆 过 程 中 它 为 零 ,不 可 逆 过 程 为 
正 值 , 即 由 S>0。 所 以 系统 中 发 生 不 可 逆 过 程 时 ， as> 88, 

E WOFIN ,系统 与 环境 间 的 物质 流 ,可 引出 混合 炳 (参见 第 
二 章 )AS,。 

= R2; XIn% 

由 于 j 物质 的 摩尔 分 数 X; 19 34 38 (8 29 fn 18 , # Së P ?E Sr NB ak. 29 1E 
值 ,表明 系统 内 混杂 无 序 化 将 引起 焙 增 。 因 此 ,注意 饮食 和 环境 保护 
是 很 有 必要 的 。 
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第 二 章 ， 生 物体 内 多 组 分 系统 的 化 学 平衡 


2.1 多 组 分 系统 的 化 学 势 


在 纯 液 体 或 纯 固体 中 ,应 用 自由 能 作为 最 有 用 的 参数 是 方便 的 。 
然而 绝 大 多 数 生 物化 学 反应 篆 发 生 于 多 组 分 系统 的 溶液 中 。 溶 液 是 
一 种 含 多 种 组 分 的 单 相 系 统 ,而 组 分 是 指 该 系统 中 可 以 独立 变化 的 
一 种 化 学 物质 。 只 要 溶液 中 存在 化 学 平衡 ,溶液 中 存在 的 组 分 数 常 
出 可 能 存在 的 物种 数 少 。 秽 如 售 水 .血红 蛋白 (Hb) 和 洲 解 氧 的 洲 
液 ,就 有 H,O .Hb.O; .HbO, Hb(Oz)s 和 Hb(O, ), 等 物种 存在 ,如 果 
O, 与 Hb 的 结合 反应 处 于 化 党 平衡 ,只 有 三 个 可 独立 变化 的 物质 ， 
即 该 系统 的 组 分 数 是 三 。 确 定 三 种 物质 的 量 以 及 所 处 的 温 度 和 压力 
条 性 , 该 系统 的 状态 就 完全 是 在 确定 的 定 悉 。 但 是 定 态 的 该 系统 的 
某 些 广度 性 质 之 状态 跑 数 如 体积 热力 学 能 、 炊 、 炉 或 自由 能 等 ,往往 
不 是 与 物质 量 一 样 具有 简单 的 加 和 性 ,最 易 觉察 到 的 是 混合 时 的 体 
积 变化 。 关 把 少 景 的 组 分 ; 吉 到 溶液 内 ,其 广度 性 质 发 生 的 变化 不 
仅 依赖 于 所 加 人 的 物质 量 和 性 质 ,而 且 还 依赖 于 分 子 间作 用 有 变化 
的 混合 溶液 组 成 。 因 此 ,引入 偏 摩尔 重 和 偏 比 量 是 必要 的 。 

2.1.1 偏 靡 尔 量 与 化 学 势 

定义 产 庆 性 质 的 偏 摩尔 量 X 为 


x=) D 


Ən; 
式 中 Xi 一 一 代表 偏 摩尔 体积 V. 、 候 摩尔 热力 学 能 U. RPE HL. 
TW PE 788 S, 和 篇 摩尔 自由 能 G, 等 ; 
n; 一 一 代表 i 的 物质 的 量 ,摩尔 。 
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上 述 的 仿 摩 尔 自 由 能 又 常 称 为 化 学 势 ,其 物理 意义 是 :在 等 漫 等 压 
下 的 大 量 系统 中 ,除了 ; 组 分 以 外 ,保持 其 它 组 分 的 数量 不 变 ( 即 注 
脚 n;, 它 的 ;代表 除 i 以 外 的 其 它 组 分 ), 加 入 1 摩尔 i 时 所 引起 系统 
自由 能 的 改变 ,或 者 在 有 限量 系统 中 其 它 组 分 不 变 的 条 件 下 ,加 入 微 
量 dn, 摩尔 的 i 后 ,系统 自由 能 改变 4G 与 dni 的 比值 。 这 就 是 i 物质 
的 偏 摩尔 自由 能 ,其 它 的 偏 章 尔 量 的 含意 依 此 类 推 。 它 们 由 于 是 广 
度 姓 质 除 以 广度 性 质 , 所 以 已 转变 为 强度 性 质 , 故 与 系统 的 大 小 无 
关 。 不 过 ,在 此 只 有 偏 靡 尔 自由 能 成 为 化 学 势 pi, El 


re Fe = u, 42) 
偏 比 量 文 ,= s (2.1-3) 


式 中 g— V i #B2yBU ya 9k 
在 大 分 子 化 学 里 往往 不 知 相对 分 子 质量 ,就 常用 克 单 位 。 

假定 制备 溶液 总 是 按 最 终 混 合 物 的 组 成 比例 将 y 个 组 分 以 无 限 
小 增 量 dn 加 进 溶 液 里 , 则 最 终 溶液 的 总 自由 能 就 是 把 所 有 组 分 的 偏 
摩尔 自由 能 加 和 ,从 而 得 到 真 溶 液 的 自由 能 加 和 规则 , 邵 


y 


G = 2 Lr (2. 1-4) 
当 系 统 状 态 如 工 P #TI#RZFPE ACR XE — THA S 05 RW 348 48, Wu 
'2G aG aG 
dG = (Z), aT + (2). £ (l m 
G ¿8 LS | 
- . s Pn a 本 2 ) n 
=— SdT + VdP + 2 pidni (2.1-5) 
在 下 各 P 不 变 时 ,上 式 即 变 成 
dG = 2 dn; (2. 1-6) 


由 (2.1.4) 公 式微 分 ,可 以 得 到 dG 的 另 一 表达 式 , 即 
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dG; = > dni Ë > nidu; (2: 1-7) 


比较 (2.1.6) 与 (2.1.7) 两 公式 , 则 得 
> nidui = 0 (2. 1-8) 
上 述 公式 称 Gibbs-Duhen 方程 , 它 说 明 溶 液 中 各 种 物质 化 学 势 的 变 
化 是 相互 牵连 和 相互 依赖 的 。 当 系统 中 一 个 组 分 的 化 学 势 发 生变 化 
时 , 则 其 它 组 分 的 化 学 势 将 发 生 相 反 等 量 的 变化 。 
化 学 势 在 生物 物理 化 学 中 的 重要 性 ,主要 在 于 它 可 应 用 在 许多 
机 体内 的 相 平衡 和 化 学 平衡 ,量度 系统 内 某 一 组 分 的 量 发 生 极 微小 
可 逆 变 化 时 的 自由 能 变化 量 。 
2.1.2 ”溶质 浓度 与 溶剂 化 学 势 的 关系 
对 于 混合 时 组 分 间 不 发 生 相 互 作 用 之 变化 的 ,其 混合 组 分 的 丧 
变 可 应 用 (1,2-10) 公 式 
AS, = — > nilnXi 
这 是 理想 溶液 的 混合 炳 。 由 于 理想 溶液 的 AH,=0, 所 以 
AG, = AH 一 TAS = RT)) hilnXi 《2. 1-9) 
此 公式 用 于 实际 洲 液 时 还 需 校正 。 混 合 自 由 能 又 可 由 下 列 公 式 定 义 
AG, = Ga 一 2 Gi 纯 组 分 (2.1-10) 
参照 (2.1.4) 公 式 , 并 以 后 表示 纯 物 质 的 化 学 势 即 其 阐 尔 自由 能 ， 
应 该 有 一 个 绝对 值 ,但 无 法 测 出 。 现 以 稳定 单质 作 基 准 的 相对 值 作 
为 标准 生成 自由 能 , 则 
AG, = Zn ~ 2 nip? (2.1-11) 
于 是 
Dni(p — E ) = RT 2 nilnX, 
因为 溶液 中 的 组 分 是 指 独立 变化 的 , 故 有 
m — 1 = RTInX; (2.1-12) 
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若 讨论 大 分 子 的 一 些 性 质 如 渗透 压 等 , 需 溶剂 (如 水 等 ) 的 化 学 
势 。 对 以 摩尔 分 数 浓度 表示 的 稀 溶 液 来 说 ,通常 是 把 100 kPa( 旧 的 
为 1 大 气压 ) 下 的 纯 溶剂 作为 溶剂 的 标准 态 最 为 方便 。 在 二 组 分 系 
统 中 可 设 X, fll X, 分 别 表 示 溶 剂 和 溶质 的 摩尔 分 数 ,那么 Xl =1 一 
X,. 从 (2.1-12) 式 , 洲 剂 的 化 学 势 可 以 写成 下 式 : 


:uP = RTiInX, (2.1-13) 
当 稀 溶液 的 X; La InX, = ms — X, )== — X , 因此 
A 一 = 一 RTX。 或 n=pP - RTX; (2.1-14) 


上 式 表明 ， 深 剂 的 化 学 势 在 加 入 溶质 后 ,会 减少 RTX2 数值 。 在 极 稀 
溶液 中 X, 很 容易 化 为 用 溶质 的 体积 浓度 Co( 克 / 升 ) 表 示 , 即 
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式 中 “M: 一 一 代表 溶质 的 数 均 摩 尔 质 量 ( 旧称 分 子 量 ) ; 
VY 一 一 代表 纯 溶 剂 的 摩尔 体积 。 
于 是 ,(2.1-14) 式 还 可 写成 


RT V 
ti = = (2.1-16) 


对 于 一 个 双 组 分 系统 ,可 明显 地 从 上 式 看 出 溶质 浓度 对 溶剂 化 学 势 
的 影响 。 
2.1.3 ” 相 平 衡 与 腊 渗 透 
设 系统 内 有 a 和 B 两 相 , 在 两 相 中 均 不 仅 有 一 种 物质 ,车 在 等 混 
等 讨 下 ,8 相 有 极 微量 的 第 i 种 物质 转移 到 a 相 中 ,此 时 系统 自由 能 
的 总 变化 根据 (2. 1-8) 式 可 得 
dG = dG* + dG° = prdn? + pfdnf 
由 于 a 相 得 到 的 量 等 于 B 相 所 失 的 , 即 dn?f = — dng。 倘 若 系 统 处 于 
dG=0, 所 以 
(pf — nB )dnt = (2.1-17) 
因 dnt20 , 则 必 是 L = +Ë 《2. 1-18) 
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这 表示 i 组 分 在 aB 两 相 中 分 配 达 到 平衡 的 条 件 是 该 组 分 在 两 相 中 
的 化 学 势 相等 。 

若 上 述 i 组 分 的 转移 是 自发 的 ,就 需 (dG)z se<0。 由 此 可 见 ,只 
# > e 才能 促使 ;组 分 从 1 较 大 的 相 自发 地 流向 ps; 较 小 的 相 , 直 
到 i 物质 在 两 相 中 的 y 相等 时 达到 平衡 。 

化 学 势 在 相 平衡 中 的 应 用 已 作为 解决 多 数 膜 平衡 问 题 的 基础 。 
细胞 和 细胞 器 都 由 半 透 膜 分 界 ,一 般 把 膜 外 和 膜 内 比 作 两 相 , 半 透 膜 
可 让 某 些 分 子 自 由 扩散 ,而 另 一 些 分 子 不 能 通过 。 

如 果 对 溶剂 和 溶质 第 有 渗透 性 的 膜 ,开始 时 内 侧 放置 葡 菊 糖 溶 
液 而 在 外 侧 放 纯 水 ,葡萄糖 溶液 中 的 水 因 溶 质 浓度 影响 使 其 化 学 势 
- 比 纯 水 低 , 导 致 水 分 子 由 外 健 向 内 侧 方 向 自发 地 流动 ,而 葡萄 糖分 子 
朝 相 对 方向 渗透 扩散 。 最 后 在 膜 两 侧 的 葡萄 糖 和 水 的 摩尔 分 数 相 
等 ,使 每 个 组 分 在 膜 两 侧 各 自 的 化 学 势 相等 即 达到 平衡 状态 。 

假 姑 应 用 仅 对 溶剂 有 渗透 性 的 膜 , 例 如 膜 内 是 溶质 蛋白 质 的 水 
深 溢 而 处 侧 是 溶剂 纯 水 ,由 于 蛋白 质 分 子 太 大 而 不 能 透 过 膜 , 这 是 生 
物 膜 的 普遍 现象 , 现 只 有 水 分 子 可 由 外 侧 流 向 含 蛋白 质 的 内 侧 ,于 是 
含有 蛋白 质 的 溶液 的 水 量 将 不 断 地 增加 。 因 容器 被 密闭 ,所 以 这 会 
导致 溶液 一 侧 的 压力 升 高 ,最 后 压 止 了 水 分 子 的 单 向 渗透 扩散 ,使 膜 
两 侧 的 水 之 化 学 势 相等 而 系统 达到 了 平衡 。 溶 液 中 水 的 较 低 化 学 势 
因 产生 较 高 压力 影响 化 学 势 增高 而 被 补偿 。 达 到 平衡 时 的 压力 差 称 
为 渗透 压 。 渗 透 压 是 所 有 生命 细胞 呈现 的 一 个 重要 特性 。 

从 (1.3-8) 式 可 知 ,溶剂 的 自由 能 随 压 力 的 变化 公式 可 写成 


(2) = (2.1-19) 


əP 


` 式 中 Vj 一 一 代表 溶剂 的 偏 摩尔 体积 。 
在 膜 外 侧 ( 用 8 上 标 代表 ) 的 纯 溶剂 化 学 势 À = pr ,而 膜 内侧 ( 用 a 上 标 
代表 ) 的 溶剂 化 学 势 因 溶质 影响 使 其 降低 ,又 由 于 产生 静 压 而 增加 , 则 


P+r 
HI = 1 = RTX, + 上 VidP (2. 1-20) 
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式 中 P. 一 一 代表 时 间 为 零 时 的 压力 ; 
x 一 一 代表 平衡 后 增加 的 压力 , 称 渗透 压 。 


水 的 压缩 性 很 小 ,在 低压 和 稀 溶 液 中 ,可 以 认为 VY! = S, ,上 式 积分 得 


t= nr — RTX + Vyz (2.1-21) 
189 FB] t= t= ur ,将 它 代 人 (2.1-21) 式 , 则 
pr =p -RTX +V ， 即 r= n (2. 1-22) 
Vi 
根据 (2. 1-15) 式 ,渗透 压 也 可 以 下 式 表示 
_ C 
x=RT[,¿ ) (2.1-23) 


渗透 压 x 是 使 膜 两 秽 溶 剂 的 化 学 势 相 等 时 所 需 的 压力 差 。 它 与 溶质 
浓度 成 正比 ,而 与 溶质 分 子 相对 分 子 质 量 成 反比 。 所 以 渗透 压 实验 
是 测定 纯净 大 分 子 相 对 分 子 质 量 的 一 种 简便 方法 。 

从 相 平 衡 可 知 , 物 质 自 低 浓 度 区 向 高 浓度 区 转移 时 会 使 自由 能 
增加 ,这 样 的 过 程 是 不 能 自发 进行 的 。 然 而 在 细胞 或 细胞 器 中 常常 
出 现 物质 渗 过 膜 是 由 低 浓 度 区 向 高 浓度 区 传送 的 现象 ,人 们 称 之 为 
主动 输送 。 例 如 :一 个 研究 得 较 详细 的 生物 传送 系统 是 动物 细胞 内 
维持 K' 高 浓度 和 Na * 低 浓 度 的 系统 ,这 是 两 种 阳离子 分 别 逆 浓 度 
实 度 作 单 向 传送 的 结果 。 由 此 可 以 推论 ,必然 有 其 它 反 应 来 实现 能 
量 硝 联 , 供 给 自由 能 而 做 有 效 功 , 以 及 其 它 物 质 与 主动 传送 物质 相 结 
合 ,带动 着 该 物质 的 主动 输送 。 对 此 的 进一步 研究 已 经 证 实 了 上 述 
的 推论 。 

2.1.4 主动 输送 

生物 膜 能 自发 并 有 选择 地 输送 分 子 或 离子 自 外 到 内 或 由 内 疝 
外 ,以 致 造成 很 大 的 深度 差 。 例 如 , 某 些 细菌 竟然 能 够 使 蔗糖 在 细菌 
外 部 的 浓度 比 内 部 低 得 多 的 情况 下 ,自发 地 通过 细胞 膜 而 迁移 至 内 
部 。 

生物 化 学 家 提出 第 一 种 可 能 性 机 理 , 邢 决定 自发 的 输送 方向 是 
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化 学 势 的 梯度 。 实 了 昧 十 , 某 溶质 在 膜 的 高 浓度 一 俩 , 绝 人 多 效 是 与 传 
送 酶 等 以 某 种 方式 构成 复合 或 结合 体 , 从 而 使 该 身 由 溶质 可 能 比 在 
膜 的 低 浓度 一 俩 稀 得 多 。 例 如 :在 绝 大 多 数 的 细胞 中 Mg** 浓度 比 
其 周围 环境 的 大 得 多 ,然而 大 多 数 的 Mg 是 被 酶 等 强烈 地 结合 着 。 
所 以 这 种 机 理 所 引 起 的 行为 并 非 真 正 的 主动 输送 。 在 以 分 光 光 度 分 
析 法 研究 物质 进入 细胞 的 输送 速度 时 ,发 现 令 硝 基 茶 -8- 半 乳糖 背 
《ONPG) 可 以 通过 乳糖 透 性 酶 结合 体 而 运 人 细胞 ,然后 在 细胞 内 被 
8- 半 乳糖 背 酶 众 化 而 水 解 为 半 乳 精 和 邻 硝 基 酚 ( 邻 硝 基 酚 为 黄色 ,能 
用 分 光 光 度 计 定 量 测 定 )。 大 肠 杆 菌 乳 糖 透 性 酶 与 乳糖 结合 而 作为 
输送 载体 又 是 另 一 例证 。 

EET A rh ,红细胞 卫 离 子 输送 蛋白 ,将 呼吸 组 织 红 细 脆 中 所 积 
累 的 CO, 以 HCO 形式 从 肺 毛 细 管 迅速 扩散 出 去 ,而 CI 伴随 着 此 
过 程 进 和 红细胞。 阴离子 输送 量 白 促进 HCOT 和 Cl 交换 和 扩散 
时 是 以 1:1 之 比例 进行 的 。 这 是 两 种 离子 在 膜 两 侧 朝 反方 向 耦 联 输 
送 , 称 作 反 向 输送 过 程 。 

显然 , 跨 膜 输送 过 程 需 要 保持 一 个 真正 的 化 学 势 差 为 负 自 由 能 
变化 ,假如 该 过 程 与 化 学 势 梯度 相反 ,就 务必 由 外 界 供给 自由 能 , 否 
则 便 不 能 继续 进行 下 去 。 倘 若 将 此 过 程 与 另 一 有 更 大 的 负 自 由 能 变 
化 之 自发 过 程 相 耦 联 , 即 实现 能 量 耦 联 以 推动 主动 输送 。 现 假设 有 
一 摩尔 物质 X 的 输送 ,也 就 是 

X(# =, 处) 一 X( 在 处 ) 
则 AG$ = jx — tx. (2.1-24) 
现 有 一 反应 载体 , 它 在 膜 的 一 做 能 与 和 反应; 

C" +X( 在 gg 外)->C*X 
故 AG2 = 和 sx 一 ps 一 Fe (2.1-25) 
然后 C * X 透 过 膜 ,在 膜 的 另 一 侧 由 酶 催化 而 释放 XX, 即 

C* X—C+ X(u 处 ) 
因此 AG3= px Tu Bcxx (2.1-26) 
整个 变化 为 
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AG =AG3+AG? 
= Thi pa stik Y h. Bs 
= (px — px) + (Be — Pcs ) (2.1-27) 
于 是 即使 pj 一 p>0, 车 ae e EARff. B | (pj 一 pe )|2 (0, 一 pj) 
BJ AG 可 以 是 负 值 , 则 由 C* 变 成 C 的 自发 过 程 推 动 了 XX 主动 输送 。 
由 于 形成 不 稳定 的 活性 载体 本 身 势必 要 消耗 自由 能 ,所 以 膜 必须 积 
极地 进行 新 陈 代 谢 方 能 继续 主动 输送 。 
研究 结果 表明 ,Na' — K* ATP 和 酶 是 一 种 跨 膜 蛋白 , 它 消耗 ATP 
中 B-y 磷酸 醋 键 中 的 能 量 ,将 Na+ 泵 出 细胞 外 而 把 K1 泵 人 细胞 ,化 
学 能 与 浓 聚 输送 的 偶 联 是 驱动 初级 主动 输送 和 主动 反 向 输送 系统 的 
例子 。Na! ~ K* ATP 酶 作用 经 一 次 循环 ,将 3 个 Na! 送出 细胞 ,并 
把 2 个 下 "输入 细胞 ,同时 水 解 一 分 子 ATP, Nat -K+ATP 酶 催化 
的 这 三 个 过 程 是 紧密 偶 联 的 。 
由 初级 主动 输送 系统 产生 的 跨 膜 离子 梯度 本 身 ( 亦 是 作 功 的 潜 
在 能 量 ) 可 以 驱使 其 它 离 子 或 代谢 物 浓 集 , 称 为 次 级 主动 输送 。 


2.2 深 液 中 的 化 学 平衡 


2.2.1 化 学 平衡 常数 与 AG 的 关系 
假定 有 如 下 化 学 计量 的 化 学 反应 : 
aA+bB=—=cC+ dD 
其 中 的 a、b.ckd 分别 代 表 A.B.C.D 在 浓度 为 CG、Cg、Cc 和 Cp 时 的 
n 摩尔 。 在 恒温 工 和 人 恒 压 P 时 ,反应 的 自由 能 变化 应 为 
AG= Ga Gs = djp t cuc apa 一 bus (2.2: D 
按照 (2.1-12) 式 ,从 物质 的 量 浓 度 ( 摩 尔 / 升 ) 代 蔡 摩 尔 分 数 浓度 时 ， 
则 


i= a + RTInC; (2:22) 
实际 上 ,多 组 分 系统 中 的 化 学 势 公 式 应 以 活 度 a, 表示 , 即 
= + RTina (2.2-3) 
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若 i 组 分 的 浓度 为 CG, 则 a= C76oo 

式 中 7 一 一 代表 物质 的 量 浓度 芍 校 正 系数 , 称 它 为 物质 的 量 浓度 
的 活 度 系数 , 当 ya= 1 时 才能 用 ci 代替 a。 

上 式 ym 一 一 代表 100 kPa( 旧 的 为 1 大 气压 ) 下 i 物质 在 溶液 中 的 
浓度 为 1 摩尔 / 升 ,具有 单位 活 度 之 很 想 态 ,以 此 作为 


标准 态 的 标准 化 学 势 ; 
下 的 化 学 势 。 
将 (2.2-3) 式 代入 (2.2- 了 D) 式 ,可 以 得 到 
AG= dpyB + cpe — aR — bp® + RTIn 2 {2.2-4) 
a 
在 理想 情况 下 ,Y。 者 等 于 1 时 , 则 
~ 已 已 ° CC 
AG= du + cue 一 af 上 一 bp tRT]n = (si (2 2-5) 


等 号 之 后 的 前 四 项 是 该 反应 在 标准 态 的 自由 能 变化 AGe , 故 
AG= AG® + RTIn te -Ace+RTn +RTIn 20 Ye 


4 GO YA YŠ 

(2.2-6) 
或 在 理想 情况 下 

AG=AG° +RTin CC (2 29) 

C.C 
当 化 学 反应 达到 平衡 时 ,AG=0, 且 大 =1, 则 

CDCE 

因此 AG= = -RTInK。 (2,2-9) 


一 个 反应 的 平衡 常数 可 用 来 计算 反应 自由 能 ,已 知 标准 态 生 成 自由 
能 时 ,也 可 用 来 计算 反应 的 平衡 常数 。 当 入 应 中 各 种 物质 并 非 1 E 
尔 / 升 (标准 态 浓 度 ) 时 ,可 以 根据 (2.2-7) 公 式 , 从 AG™ 和 所 测 得 的 
各 物质 浓度 来 计算 AG。 
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2.2.2 平衡 常数 与 电动 势 
倘若 系统 的 自由 能 变化 按 (1.3-5) 式 可 以 做 出 最 大 有 效 功 ,这 有 
效 功 是 驱动 电子 的 传递 , 则 ww = nFE2 ,于 是 
AG° = — nFEŠ (2.2-10) 
式 中 一 一 代表 电子 的 量 ( 摩 尔 ); 
RE 一 一 代表 反应 组 成 电池 后 所 有 反应 物 和 产物 都 处 于 标准 
态 时 观察 到 的 电动 势 ,往往 又 称 为 反应 的 标准 电位 ; 
F 一 一 代表 1 摩尔 电子 ( 即 6.022045 x 1023 电子 ) 所 带 的 电量 ， 
其 值 等 于 1.6022 x 10 19 x 6, 022 x 103 = 96485 焦耳 / 
Vmol, 称 法 拉 第 常数 。 
电动 势 是 一 种 驱动 电子 传递 的 力 , 它 的 大 小 与 电子 数 多 少 无 关 , 正 像 
水 管 中 的 水 压 , 但 所 做 的 电 功 (或 自由 能 变化 ) 依 赖 于 电子 数 乘 电动 
势 。 将 (2.2-10) 式 代 人 {2.2-7) 式 , 即 得 到 下 式 : 


E=F°- ET oA (2.2-11) 

上 述 公 式 称 Nernst 方程 。 当 系统 达到 平衡 状态 时 ,AG= 一 nFE=0, 则 
CO 

Eo= 了 (GE) -至 mka-2.3 ElogKe (2.2-12) 


反应 的 标准 电动 势 Fe 与 平衡 常数 的 对 数 关系 表明 ,标准 电动 势 若 发 
生 小 的 变化 ,会 时 致 平衡 常数 产生 相应 的 大 改变 。 
电动 势 可 推动 那些 能 耘 联 的 反应 进行 电子 转移 , 且 可 推动 许多 
膜 表 面 反应 之 进行 。 跨 膜 电位 能 提供 推动 膜 表 面 发 生 反应 的 能 量 。 
在 恒温 荆 和 恒 压 P 条 件 下 ,对 1 摩尔 离子 j 透 过 膜 的 电化 学 势 ( 即 化 
学 势 与 静电 功 之 和 ) 差 为 
外 出 


Ap;=ZFAyY+ RTIn CR (2.2-13) 


式 中 2 一 一 代表 带 正 或 负 号 的 化 合 价 ; 
Ag 一 一 代表 跨 膜 电 位 ; 
CM I CN 和 一 一 分 别 代表 离子 j 在 膜 结构 各 一 侧 的 浓度 。 
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车 离子 是 H' ,Z= +1,pH= - log(H* ), 上 式 即 变 为 
Aw = FAg—2.3RTApH (2.2-14) 
2.2.3 平衡 常数 计算 
在 有 生命 的 系统 中 ,其 反应 往往 都 不 是 弧 立 的 ,而 是 由 一 系列 友 
应 组 成 长 序列 且 又 复杂 的 反应 。 倘 若 在 总 序列 反应 中 ,有 一 个 平衡 
常数 有 利 的 反应 , 则 其 中 个 别 平衡 常数 不 利 的 反应 也 被 带动 着 进行 。 
假定 A 一 二 BB 平衡 常数 很 小 (如 果 K, = 0.01) 而 不 利于 进行 (AG = 
+ ) 的 反应 ,可 以 与 努 一 个 平衡 常数 很 大 (B 寺 一 C,K, = 104) 有 利于 
进行 (AG* = - ) 的 反应 耦 联 , 即 
A==B==C 
当 A 一 B 孤立 存在 时 ,Ki=| 汪 |=0.01, 只 能 使 极 少量 的 A 变 成 B 
后 就 达到 平衡 。 然 而 与 电 一 一 C 耦 联 后 因 K,= 104, 则 


K=K K = [5] S4= F =100 


AA PE EE BJ 345 38 9 SF T'ANSEK IJ Sr T| 2 F e S 7 31 57 fs bÀ 
过 程 的 平衡 常数 有 利于 A= C 的 反应 。 由 于 也 在 后 一 反应 中 不 断 
地 消耗 ,破坏 了 前 一 反应 的 平衡 ,导致 大 多 数 A 参加 反应 而 转变 为 C. 

将 两 个 反应 耦合 在 一 起 同时 进行 ,以 其 中 一 个 反应 推动 另 一 反 
应 能 够 发 生 ,假定 A = 一 二 B 有 一 不 利于 反应 的 平衡 常数 Kl =0.006， 
如 果 与 一 个 平衡 常数 为 9 x 10° 而 十 分 有 利 的 C 一 =:D 反应 耦合 在 
一 起 , 即 


K3 
A+ C=—=B+D 


DJ _ 3 
图 加 -sa 


耦合 反应 的 平衡 常数 仍 是 原 两 个 反应 的 平衡 常数 乘积 ,相当 于 耦合 
有 反应 的 自由 能 变化 等 于 原 两 个 反应 的 自由 能 变化 的 代数 和 计算 法 。 
例 姑 , 糖 的 醉 解 中 发 生 如 下 挑 联 反应 : 


3 -磷酸 甘油 醛 上 +NAD+ + HsPO, ri 
Ki #@ 08 


. 49 ` 


Hii] Ki=fA K = |Ë], Ks= Ki x Ka= B 


1] ,3- 二 磷酸 甘油 酸 + NADH + H* 
因 与 


1,3- 一 磷酸 甘油 酸 + ADP 


+ATP 
耦 联 , K;3= Ki x K,= 120, 有 利于 3- 磷 酸 甘 油 本 氧化 而 生成 1,3- 二 
磷酸 甘油 酸 ,随后 继续 转变 成 3- 磷 酸 甘 油 酸 。 
利用 平衡 常数 可 以 计算 一 个 反应 在 平衡 时 的 反应 物 和 生成 物 之 
浓度 。 例 如 ,在 A+B 王 =C 反应 中 ,开始 时 已 知 A 的 浓度 为 A,,B 
的 浓度 为 Bo, 设 X 是 生成 物 C 的 平衡 浓度 。 按 上 述 的 反应 式 计量 ， 
当 生 成 1 摩尔 C 时 ,务必 消耗 A 和 BB 各 1 摩尔。 这 样 ,A 的 平衡 浓度 
是 A, 一 X,B 的 平衡 浓度 是 Bu- Xe。 按 此 反应 的 平衡 常数 表达 式 为 


C x 
#° TA]n] TA Xl] (2.2-15) 


整理 之 后 得 KX 一 (KA,+ KB, + 1)X+ KA.B,=0, 由 此 可 见 , 只 要 
求解 X 的 二 次 方程 , 即 可 得 各 物质 的 平衡 浓度 。 如 果 平 衡 常数 较 大 
或 较 小 ,反应 进行 的 时 间 又 不 长 ,X 与 A #l B, 相 比 较 很 小 时 , 则 
KX, 项 可 忽略 ,这 种 近似 的 处 理 方法 是 常用 的 ,于 是 
RR (2.2-16) 
假如 在 近似 求解 中 发 现 KX 项 不 能 忽略 ,就 只 能 用 较 复杂 的 方程 式 
求解 。 

2.2.4 酸 碱 平 黎 

在 生物 化 学 中 过 到 最 普遍 的 平衡 是 酸 碱 平衡 。 酸 的 解 离 反应 可 
写作 


史 酸 甘油 酸 激酶 Mg2 


< 1500 一 3 -大 酸 甘 油 酸 


HA = 二 Hi +A- 
其 平衡 常数 式 为 
K;= HY (2.2-17) 
K, 称 为 酸 ( 解 离 ) 常 数 。 水 从 解 离 质子 方面 看 ,可 视 为 弱酸 ,其 分 子 
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解 离 可 用 以 下 反应 式 和 平衡 常数 式 表示 , 即 

HO Ht + GH` 

k= [H` JOH J 

[HoO1 

实际 上 H* 是 与 H2O 分子 结合 成 H; O. 
式 中 [HB?! ] 一 一 代表 [H3 Oj 的 浓度 。 
由 于 水 的 浓度 很 高 ,在 水 溶液 中 发 生化 学 反应 时 不 会 引起 水 量 的 显 
著 变 化 , [HO 可 认为 是 常数 而 并 入 平衡 常数 中 ,于 是 得 25C 时 水 
的 解 离 常数 KK, 为 

K.=[H* j[OH ]= 10 !*(BEZK/#r)° (2.2-18) 

AES 601 k rB, wa 88 Su fig EI pR IH TH 8 f-., 氨 离 子 浓度 

[H* ] 等 于 加 入 溶液 的 酸 HA 总 浓度 Ca ,因此 ,在 强酸 溶液 中 


pH= 一 logCHA (2.2-19) 
弦 酸 是 不 完全 解 离 的 ,弱酸 的 解 离 常 数 按 (2.2-17) 式 可 改写 为 
pH= -logKs+log (HA3 | = pK, + log[ Ë ] (2.2-20) 


当 阴 高 子 或 碱 的 浓度 等 于 未 解 离 的 酸 浓度 时 ,例如 酸 的 一 半 被 中 和 


(参见 图 2-1), 上 式 即 变 成 
[A-]/[HA1] 比 值 


D0.01 0.1 1.0 10,0 100.0 
pka+2 
pka+1 
所 
p&a—1 
EKa—2 
0 0.2 0, 4 0,6 0.8 1, 0 


加 入 毫 摩 尔 量 OH - /38 FE pK HA 
图 2-1 强 碱 滴定 能 酸 时 典型 的 pH 曲线 
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pH=pK, 2:00) 
此 时 的 pH 值 凡 乎 与 其 人 的 碱 或 酸 无 关 。 通 常 在 研究 与 溶液 pH (Ë 
有 关 的 生物 化 学 反应 时 常 利用 此 原理 制备 成 缓冲 溶液 。 
在 较 浓 的 缓冲 溶液 中 ,各 种 离子 的 浓度 较 高 ,离子 问 力 的 作用 较 
大 ,影响 离子 的 化 学 作用 能 力也 较 大 。 考 虑 到 离子 间 的 力 , 有 必要 引 
人 “ 活 度 " 这 个 概念 。 离 子 的 活 度 a 是 离子 在 化 党 反应 中 起 作用 的 有 
效 浓度 。 活 度 a 与 浓度 C 之 间 的 比值 称 活 度 系数 y , BD 
y= 或 a=7C (2.2-22) 
活 度 系数 表征 离子 间 力 的 影响 大 小 ,在 较 稀 的 弱电 解 质 溶 被 中 ,离子 
浓度 低 ,离子 间 的 力也 小 , 活 度 系数 接近 于 1, 此 时 可 视 为 活 度 等 于 
离子 浓度 。 活 度 系数 的 大 小 不 仅 与 溶液 中 各 种 离子 浓度 有 关 , 也 和 
离子 带电 荷 数 有 关 。 两 者 一 起 考虑 ,就 有 必要 引信 溶 溢 的 “离子 强 
度 概念 , 即 
I=(GZ1+C2+ + CZ) (2.2-23) 
式 中 一 一 代表 离子 强度 ; 
CC …\C 一 一 分 别 代表 溶液 中 各 离子 的 浓度 ; 
Zi 、Zw……\2 一 一 分 别 代 表 各 种 离子 扬 带 的 电荷 数 。 
显然 ,离子 强度 越 大 , 活 度 系数 偏离 1 越 远 ,于 是 平衡 常数 式 中 的 各 
物质 平衡 浓度 更 需要 分 别 使 用 它们 的 活 度 。 
生物 体内 的 酸 大 不 平衡 ,势必 导致 百 病 丛生, 影响 身体 健康 。 
2.2.5 多 级 平衡 中 的 结合 现象 
在 生物 机 体 中 的 核酸 分 子 ,尤其 是 在 蛋白 质 分 子 上 常 可 结合 一 
些小 分 子 或 配 体 ,包括 底 物 ,抑制 剂 和 激活 剂 。 这 些 配 体能 在 一 个 蛋 
白质 分 子 的 许多 结合 位 点 上 配 位 。 例 如 ,血红 蛋白 可 以 结合 四 个 氧 
分 子 , 自 清白 蛋白 能 利用 许多 位 点 分 别 结合 那些 具有 极 不 相同 基 团 
的 物质 。 一 切 蛋 白质 都 可 结 台 质子 ,脱氧 核糖 核酸 CDNA) 能 与 
Meg! 结合 ,这 是 一 种 生物 化 学 上 的 结合 现象 。 
假定 每 个 大 分 子 A 只 有 一 个 结合 位 点 ,在 大 分 子 A 浓度 为 LA] 
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的 情况 下 所 测 得 的 配 体 B 自由 存在 的 浓度 为 [B], 以 此 求 得 结合 现 
象 中 的 平均 结合 数 v 就 较 简单 得 多 。 按 定义 结合 数 ， 等 于 结合 B 
分 子 的 总 数 与 结合 位 点 总 数 之 比 , 即 可 写 出 v 的 表示 式 为 


_ AB 

"IAT PAB] a 
由 于 每 一 AA 分 子 上 只 有 一 个 结合 位 点 ,所 以 加 入 溶液 的 A 总 量 就 是 
[A]+[LABj] 的 值 ,而 LAB] 值 等 于 加 入 的 B 总 量 减 去 加 入 A 后 所 测 得 
未 配 位 的 自由 BB 浓度 ,也 就 是 
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总 基 
设 一 个 和 蛋白质 分 子 A 上 只 结合 一 个 配 体 B 的 简单 情况 ,其 结合 
平衡 常数 以 Ki 表示 , 则 


= 3 _ [AB 
A+B= = AB K = ABI (2.2-26) 


于 是 可 用 K, 或 其 解 离 常数 Kl Ki= ) 来 计算 5, 即 

~- KilB] _ [B] 

"1+ KB] —_ [B] + ë (2 2 27) 
两 边 写 成 倒数 形式 


=1+ Kd( 证] 】 (2.2.28) 
实验 测 得 1/ v 值 对 1/[B] 所 作 的 图 是 一 条 直线 ,其 斜率 为 KJ, 直线 
截 纵 坐标 于 I 处 。 

如 果 A 的 一 分 子 上 有 几 个 位 点 可 以 结合 B 时 ,公式 即 变 得 很 复 
架 。 现 将 结合 反应 以 相应 的 结合 常数 或 解 离 常数 写 出 


K 应 结合 常数 解 离 常 数 
i ABIIB 
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以 上 这 些 公式 没有 写 出 活 度 系数 并 不 是 热力 学 平衡 常数 ,它们 均 是 
实验 常数 。 每 摩尔 大 分 子 A 所 结合 的 B 的 量 (n mol) 是 一 个 平均 量 
vy; 以 (2,2-25) 式 表示 , 即 
[B] 合 的 
A 
由 于 [Bjssw = LAB]+2[AB,}+3[AB,] + 
[A]s 的 =[A]+[LAB]+[LAB2]+… 
[AB]= Kn [A][B],[AB:]= Kn KoLAILBP,… 
于 是 可 得 y 的 一 般 表 达 式 为 
-Ki[LB]+2KHKp[B +:…+n(Kn Kp Ke) LB]" 
” 1+Ka[B] r Ka Ko[BË +---+ (Ka Ko" Ka&)[B) 
(2.2-29) 
已 结合 的 B 可 以 促进 其 它 B 在 空 结合 位 上 结合 ,也 可 能 会 妨碍 其 它 
B 的 结合 。 背 忽略 这 种 影响 而 考虑 到 结合 位 性 质 的 彼此 不 同 ,可 按 
(2.2-27) 式 处 理 , 则 分 子 A 上 总 的 平均 结合 数 等 于 每 个 结合 位 点 上 
的 总 和 , 妈 


— < Ks[B] 

2 = 2; IT K.[B] (2.2-30) 
当 所 有 结合 位 点 上 结合 B 的 活性 相同 , 即 有 相同 的 能 重 时 ,所 有 相 
加 项 都 相等 。 于 是 可 以 简单 地 处 理 , 其 所 有 项 相 加 总 和 为 个 别 项 的 
n 倍 : 


nK [B] _ nlB 


Y=41TKIB] BI YK (2.2-31) 
或 也 二 K.[ rE) (2.2-32) 
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按 y 对 viBJ 作 图 ,其 直线 的 斜率 为 ~ Ka,v/[B]=0 在 纵 坐 标 上 的 
交点 为 n。 如 果 将 (2.2-32) 式 变 成 倒数 公式 , 即 


L= ++ K| rB) ) (2.2-33) 
HJ ALS fE, 81326 Ks/n。 当 1/.B] 接 近 零 时 纵 坐标 上 的 


当 所 有 结合 位 点 首 有 强烈 结合 的 能 力 时 , 即 生成 绪 合 位 点 完全 
被 饱和 的 AB, 产物 。 这 种 情况 在 平衡 时 也 能 得 到 比较 简单 的 处 理 。 


A+nB==AB, 

—__n[AB,J _ nK,[B)" 

TAB I+A T+ KPT w 3 
整理 后 得 0 /(n- v)= Kt[BJ", 取 其 对 数 为 

pg| 一 一) =logK;+ nlog[ B] (2.2-35) 


以 eg| 一 - ] 对 logLBj 作 和 姑 仍 可 得 一 直线 , 当 logLB]=0 时 ,在 其 纵 
尝 标 上 的 交点 为 logKt。 由 直线 的 斜率 可 得 n 值 。 实 际 上 和 需要 采用 
Hi 作 图 法 , 先 猜 测 n 值 , 通 过 变更 n 值 而 反复 作 图 不 断 地 校正 , 直 
至 得 到 直线 图 。 由 于 结合 现象 的 复杂 性 ,根据 报道 所 求 出 的 n 值 经 
党 是 非 整数 值 而 缺乏 精确 性 。 例 如 血红 蛋白 与 氧 结 合 的 n 值 等 于 2.8。 

倘若 没有 上 述 的 简化 条 件 ,也 可 应 用 其 它 方法 而 计算 出 所 有 的 
平衡 常数 ,这 可 参见 其 它 参 考 书 。 

在 讨论 蛋 日 质 结合 质子 的 多 级 平衡 中 , 常 惯用 解 离 常数 和 平均 
解 离 常数 =n 一 v, 而 

Ka /LH’ ]+ 2Ka Kai /[H* ] +=: 1 n(Ka Ku Ka )/[H° ] 
1+ Ka/[H’ ]+ Ka Ka /[H* P +-- + (Ka Keo“Ka )/[H* ]" 
(2.2-36) 
假定 其 有 j 组 性 质 不 同 的 位 置 , 并 忽略 它们 之 间 的 影响 ,出 
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y = 


nka /(H*] mKa/{H'] — ` mKA/[H'] 
+ 林 - 1+Ka/iIH] Y+ K./[H* 1 
(n=n+nz+ n) (2.2-37) 


2.3 ATP 的 水 解 平 衡 


迄今 所 发 现 ,在 细胞 中 储 能 的 最 重要 化 合 物 是 三 磷酸 腺 苷 
《ATP)。 在 耦合 反应 中 ,系统 所 产生 的 能 量 可 由 生成 的 ATP 贮存 ， 
如 果 需 要 能 量 就 消耗 ATP, 人 们 每 天 约 消耗 2 公斤 多 的 ATP AW 
足 正常 的 能 量 需 要 。ATP 成 为 系统 中 能 量 传递 的 通用 中 介 物 质 。 


从 8. S 三 磷酸 腺 苷 能 发 生 两 种 
ne 不 同 的 水 解 反 应 ( 见 图 2-2), 

k sr e 即 (1)a8 间 的 键 被 水 解 断裂 
H; O 1. s 而 生成 AMP 和 焦 磅 酸根 ; 
e-o eX 。 (2)BY 间 的 键 被 水 解 斯 玫 而 
ka. A. m F-o-B-0-P-0- 生成 ADP 和 磅 酸根 。 在 pH 
+ Lá 日 ”=7 的 条 件 下 ,两 者 的 水 解 反 

+ 0 x: 1 

a C. s =š 应 之 自由 能 大 致 相同 。 在 (1) 
人 的 水 解 及 应 中 所 产生 的 焦 磷 


2-2 ATP 水解 的 两 种 途径 | 

图 中 离子 基 团 是 在 生理 pH 和 生理 “可 逆 性 ,主要 发 生 在 合成 

离子 强度 下 存在 的 主要 形式 。 核酸 的 反应 中 。(2) 的 水 解 

ATP 分 子 的 磷酸 基 依次 以 e.g.y 表 示 。 ”上 反应 党 发 生 于 许多 有 限度 的 
nmki rh, 它 的 产物 ADP 比 AMP 易 满 足 能 量 需 要 而 返 问 ATP. 
许多 有 机 磷酸 化 合 物 水 解 的 自由 能 值 列 于 天 2-1。 由 此 可 见 ,a- 

B 间 键 和 8-y 间 键 水 解 断裂 时 可 释放 相当 多 的 自由 能 ,故常 被 生物 化 

学 家 称 之 为 高 能 键 。 其 它 如 乙酰 辅酶 A 水 解 也 能 释放 自由 能 -31.4 
于 焦 。 在 pH=7 的 中 性 条 件 下 ,ATP 水 解 成 ADP 和 琵 酸根 时 的 主要 
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表 2-1 一 些 有 机 磷酸 或 重要 化 合 物 水 解 的 近似 自由 能 值 


化 合 特例 水 解 产物 或 条 件 AGS ( 千 焦 /摩尔 ) 


ATP4- ADP3 + HPO + H — 34.31” 
37C ,过 量 Mg ， ~ 30.54 
ATE4- AMP: + HP,O; ` + H* -35.15* 
过 基 Mp2 * - 32.22 
ADP3- AMP +HPO + H* - 35.98” 
AMP2- J 8 + HPO: ` - 9.2 
HP.O; 2HPOi- + H* - 33.05 
0.005Mg * - 18.83 
乙酰 磷酸 CHaCOO- + HPO2- + H* 一 47.28* 
烽 醇 式 磷酸 丙 一 酸 | CH3C(=0)COOL + HPO; ` 一 61.50 
磷酸 肌 酸 肌 酸 * + HPO: ` —42.68 
磷酸 精 氨 酸 精 氨 酸 + + HPO; ` —38.07 
ZMN A - 32.2 
3 SO 1 SSES 25C - 20.92 


大 部 分 摘自 Geoffrey Zubay, Biochernistry, 1984, 有 * 的 数据 与 其 它 书 上 数据 相差 较 
大 , 例 ATP4 -水解 AGS 有 的 采用 - 30.5 千 焦 。 上 述 数 据 都 贝 千 卡 乘 转 换 因 子 4, 184 (Ë 
得 的 。 

过 程 为 
ATP + H,O==`ADP*" + HPO; +H* 
平衡 营 数 = AD AOL (2.3-1) 
生物 化 学 反应 通常 是 在 中 性 或 接近 中 性 的 条 件 下 进行 的 ,为 了 
省 去 由 [H+]=1moelL 至 pH=7 的 校正 ,就 将 质子 的 浓度 规定 在 
107? mol/L 作为 标准 态 。 于 是 自由 能 数值 和 平衡 常数 都 是 pH = 7 
时 的 数据 ,通常 以 AG? .AG’ 和 K 符号 表示 。 上 述 及 应 的 K' = K/ 
[H` ] ,用 平衡 常数 计算 自由 能 时 必须 分 辨 清楚 。 根 据 表 2-1 中 
ATP4- 水解 的 近似 自由 能 数据 ,平衡 常数 K 值 约 等 于 0. 103。 对 于 
这 种 质子 得 失 的 水 解 反应 来 说 ,这 些 量 的 计算 值 差异 很 大 。 由 于 
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ATP! .ADP 和 HP - 都 不 是 在 PE=7 了 条 件 下 唯一 存在 的 形式 ， 
它们 的 磷酸 基 都 是 部 分 质子 化 的 ,所 以 计算 ATP 水 解 平 衡 常数 变 得 
更 为 复杂 。 当 计算 pH=7 的 平衡 常数 时 ,应 把 ATP、ADP 和 P( 代 表 
磷酸 ) 的 浓度 都 考虑 进去 ,并 以 K * 表示 , 即 


K* = [ADP, 所 有 存在 形式 j[P, 所 有 存在 形式 (2.3.2) 
ATP, 所 有 存在 形式 
Z fare .fane 和 fp 分 别 代表 ATP4- 对 六 的 ATP.ADP - 对 总 的 ADP 
和 HPO; ”对 总 的 无 机 磷酸 基 之 比值 ,于 是 可 得 K 与 KK* 的 关系 式 ， 
夭 此 可 以 计算 长 * 
f 
K 站 (2.3-3) 
为 了 求 farp 等 因子 之 值 ,务必 了 解 ATP 和 其 它 存 在 形式 的 电离 常 
数 。 可 以 认为 [ATP] 一 [ATP4- ] + [HATP3- ] + [TH;ATP2- ] ,又 设 
KiAre 和 KoArr 分 别 是 HATP3 -和 HATP2 的 电离 常数 (其 值 见 表 2- 
2), 便 可 导 得 


3 2-2 在 25 人 和 商 子 强度 1=0.2 时 的 解 离 常数 


HATP 一 一 ATP4 + H* 1.12x10 7 
HbATP ==HATP*' ` +H* 8.71x10 5 
HADP -一 一 ADP3- + H* 1.32x<10 7 
HsADP! ==HADP2 + H* 1.I8x< 0-4 
HPO 一 PO +H’ (10 2 数量 级 ) 
H;,PO! - ==HPO1 + H* 1.66xX1077 


[ATP]~[ATP][1+ fm Tai, 《2.3-4) 


对 任何 给 定 了 pH 值 ,fam 因 子 即 可 由 上 述 解 离 常 数 和 该 pH 值 来 确 


=: 
u 2: r < 
np=1/[1+ ay + Kiarp JL K2ATP (2.35) 
对 于 fAope 和 fe 也 可 导 得 同样 的 表示 式 。 实 际 上 ,在 pH=?3 时 ,由 开 
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和 K* 之 间 的 差别 所 引起 ATP 水 解 自 由 能 的 差 值 仅 约 2% ,而 pH 值 
低 时 差 值 较 大 ,pH 值 高 时 差 值 较 小 。 
所 有 的 ATP 水 解 反 应 几乎 都 在 有 Meg! 或 其 它 两 价 阳 离子 (如 
Mn2+ 等 ) 存 在 下 发 生 ,这 些 离子 与 ATP 和 ADP 均 有 缔 合 倾向 , 则 干 
扰 了 ATP 水 解 反 应 中 所 有 磷酸 基 与 质子 的 缔 合 。 对 于 Mg2+ 的 敖 
合 物 , 用 于 质子 的 那些 相似 项 也 可 以 加 入 到 frp fawp ,fp 公式 的 相应 
项 内 ,以 确定 Mg * {或 其 它 离 子 ) 存 在 下 任何 pH 秆 时 的 K 值 。 例 
如 有 Mg 存在 时 以 ATP4- 人 ATP 总 浓度 的 公式 为 


十 


人 
+ 2 
aen Tess 7 (2.36) 
将 它 与 (2.3-4) 公 式 对 比 ,显然 上 式 多 了 两 个 附加 项 ,常数 Kua r ll 
KweHAam 是 Mg2 离子 分 别 从 MgATP 和 MgHATP 中 解 离 的 平衡 党 
数 
MgATP ©—Mg:+ + ATP!” 
MgHATP! -一 二 Me2+ + HATPš 
镁 离子 对 ATP 水 解 自 由 能 的 影响 又 取决 于 溶液 的 pH 值 与 离 
子 强 度 ,因此 是 复杂 的 。 在 25C 时 ,离子 强度 为 0.2,pH=7 以 及 无 
镁 离子 存在 的 情况 下 ,由 ATP 水 解 生成 ADP 的 自由 能 为 -34.31 
千 焦 /摩尔 。 在 镁 离子 以 0.001 mol/L 浓度 存在 的 情况 下 ,水 解 自由 
能 即 变 成 - 32.2 千 焦 / 靡 尔 ; 当 Mg2+ 为 0.01 mol/L 时 ,其 水 解 自由 
能 为 -31.38 千 焦 /摩尔 。 
计算 各 反应 物 和 产物 的 浓度 对 ATP 水 解 自由 能 的 影响 ,可 用 
(2.2-4) 式 , 现 将 它 化 为 下 式 : 
人 EC [LADP ]JLHPO2 ` ][H ° ] 
AG* = -RTInK'[10 7] +RIn ATP] ~ 
(2.3-7) 
假设 所 有 含 磷 酸 基 分 子 (ATP.ADP 和 PP) 都 以 相同 浓度 存在 ,并 在 
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pH=7 的 情况 下 计算 ATP 水 解 自由 能 ,其 结果 见 表 2-3。 实 际 上 ,在 
大 多 数 细胞 中 的 ATP.ADP 和 P 之 浓度 ,大 概 都 在 2 至 10mmol/L 
之 间 , 在 表 中 还 示 出 pH6 —8 范围 内 水 解 自由 能 AG? -的 变化 。 


3 2-3 pH 和 浓度 对 ATP 水 解 自 由 能 的 影响 


- AGP'( TE) -AG* (+#) 
0.1 mol/L 0.01 mol/L 0.001 mol/L 


46.65 


* HEI R.W.Guynna 和 R1. L. Veech 计算 ,J. Biol. Chem. 248:6966, 1973. 折算 成 千 
焦 。 


2.4 和 氨基酸 的 电离 


无 可 置疑 地 发 现 活 细胞 原生 质 的 pH, 实 际 上 恒定 地 维持 在 近 于 
7, 即 具有 pH 缓冲 机 制 , 这 就 保证 了 活 册 胞 中 的 许多 重要 组 分 具有 
一 定 的 分 子 结构 和 生物 活性 。 蛋 白质 应 该 是 原生 质 组 分 中 最 易 显 示 
其 特性 的 物质 , 它 具 有 特定 结构 和 催化 功能 的 活性 ,并 起 着 对 细胞 内 
容 物 有 pH 缓冲 能 力 的 作用 。 蛋 白质 的 酸性 或 碱 性 性 质 是 由 其 组 成 
氮 基 酸 类 所 引起 的 。 毛 基 酸 按 结构 大 致 上 可 分 为 四 类 , 即 中 性 氨基 
酸 : 它 带 有 非 解 离 的 . 非 极 性 的 侧 链 RR, 它 们 是 一 氨基 一 法 基 的 氨基 
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酸 , 如 甘 毛 酸 、 再 氮 酸 ;酸性 氨基 酸 : 这 类 和 氨基酸 侧 链 R 中 包含 男 一 
类 羧基 , 即 一 氨基 二 羧基 酸 ,如 天 冬 氨 酸 、 谷 氨 酸 ; 碱 性 氨基 酸 :其 便 
链 R 中 包含 另 - -氨基 ,是 二 氨基 一 羧基 酸 , 如 精 亿 酸 、 赖 氨 酸 ;芳香 、 
杂 环 氨基 酸 :其 分 子 中 的 侧 链 R 为 芳香 基 或 杂 环 基 , 属于 前 者 的 如 
酪 氨 酸 ,属于 后 者 的 如 色 氨 酸 、 月 氨 酸 。 按 解 离 性 质 而 言 ,所 有 握 基 
酸 都 是 两 性 化 合 物 。 

2.4.1 两 性 解 离 和 等 电 点 

在 蛋白 质 水 解 物 中 , 缮 大 部 分 的 氨基 酸 以 通用 的 化 学 式 
HoN l 来 表示 。 分 子 中 一 方面 有 氨基 而 呈 弱 碱 性 ,能 


R 
与 质子 结合 而 成 为 带 正 电荷 的 一 NHs 离子 ; 男 一 方面 又 有 瘦 基 可 以 
部 分 解 离 出 质子 而 变 成 一 COO” 负离子 ,于 是 呈现 弱酸 性 。 两 性 所 
基 酸 在 水 中 一 NHs3 和 一 COOH 都 能 解 离 出 质子 ,其 解 离 度 与 溶液 的 
PH 有 关 , 可 以 用 以 下 式 子 示 出 : 


R K. R K, R 
ë l OH- , | OH- | 
H ,N—CH—CO0H 一 一 一 由 N 一 CHOOO -一 HEN 一 CH 一 OO00 
阳离子 结 量 状 态 或 水 溶液 中 两 性 离子 阴离子 


pH 增加 
水 溶液 在 低 pH 时 ,氨基酸 的 存在 形式 为 阳离子 ,此 时 仅 上 氨基 电 
离 。 当 逐渐 提高 溶液 的 pH 值 (如 滴 人 碱 ) 时 ,其 羧基 也 开始 解 离 成 
电离 状态 ,在 适当 的 pH 值 时 ,生成 带 正 负电 荷 相 当 的 两 性 形式 ,这 
种 形式 的 氨基 酸 称 为 两 性 离子 (或 杂 化 离子 )。 若 pH 秆 再 提高 , 占 
优势 的 生成 物 就 将 是 阴离子 ,最 后 只 有 a- 捧 基 电离 。 当 pH 等 于 着 
基 pK, 值 (氨基 酸 的 pK。) 时 ,由 (2.2-17) 式 可 知 ,阳离子 与 两 性 离 
子 即 以 相等 浓度 共存 。 如 果 pH 等 于 一 NH3 基 的 pK, 值 (氨基 酸 的 
BK。) ,两 狂 高 子 就 与 阴离子 以 相等 浓度 共存 。 调 六 氨基 酸 沙 液 的 


pH 使 氨基 酸 分 子 上 的 一 NH3 基 和 一 COO" 基 的 解 离 程度 完全 相等 
时 ,氨基 酸 所 有 分 子 带 净 电 荷 为 零 ,在 电场 中 的 电泳 行为 犹如 不 带电 
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人 荷 分 子 似 的 , 它 既 不 同 角 极 移动 ,也 不 向 阳极 移动 。 此 时 氨基 酸 所 处 
溶液 的 pH 值 称 为 该 氨基 酸 的 等 电 点 ,以 符号 pI 代替 pH 来 表示 。 

由 于 在 等 电 点 时 ,氨基 酸 的 溶解 度 最 小 , 则 容易 沉 证 。 利 用 此 性 
质 在 生产 谷 氨 酸 (味精 ) 时 , 若 将 微生物 发 酵 液 的 pH 值 调和 到 谷 氨 酸 
的 等 中 点 (BDI=3.22)} 就 会 使 谷 氨 酸 沉淀 析出 。 现 将 各 种 氨基 酸 的 解 
离 常 数 pK 和 等 电 点 pl 的 近似 值 列 于 表 2-4。 利 用 各 种 氨基 酸 的 等 


表 2-4 各 种 氨基 酸 和 2SC RJ pK 和 pI 的 近似 值 


氨基 酸 名 称 ( 代 号 ) 
甘氨酸 (Gly,G) 5.97(6. 1) 
天 氮 酸 {Ala,A) 6.0 
#8 S B8( Val, V) . 9.62 5.96 
亮 氮 酸 (Leu,L) 9.60 5.98 
异 亮 气 酸 (Ile, 了 ) 9.68 6.02 
丝氨酸 [Ser,S) 9. 15 5.68 
苏 氨 酸 {(Thr,T) .7 9,62 6.18 
半 胱 握 酸 (Cys,C) : 8.18(—SH) 5.07 
30 
脏 毛 酸 (Dey)30 I 1.7(—COOH) (1.7? +7.48) 
/2= 4.60 
甲 硫 氮 酸 (Mel,M) 5.74 
天 冬 气 酸 (Asp;D) 2.77 
谷 氨 酸 (Glu,E) 3.22 
天 冬 酰胺 (Asn,N) 5.41 
谷 毛 酰胺 (GIn,Q) . 9.13 5.65 


赖 氧 酸 (Lys,K) 8.95 (a—NHZ (8.95 + 10.53) 
(e—NH3 ) | /2=9.74 
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氨基 酸 名 称 { 代 号 ) 


精 氨 酸 (Arg,R) 9.04( 一 NH3 )| 12,48( 服 基 (9.064+12,48) 
/2= 10.76 

苯 丙 氨 酸 (Phe,F) 5.48 

酷 氨 酸 (Tyr,Y) 9,11(—NHš )| 10.07 5.66 
(—OH) 

色 氨 酸 (Trp,W) 5.89 

组 毛 酸 (His,H) 6.00(PK0838E ) | 9.17 (6.00 +9.17) 
C—NH;) | /2=7.59 

有 晴 氨 酸 (Pro,P) 6.30 

凑 有 睛 氨 酸 (HPr) 5.83 


电 点 之 不 同 , 可 以 通过 电泳 法 .离子 交换 法 或 这 证 法 等 对 混合 氨基 酸 
进行 分 离 和 制备 。pI 的 计算 式 可 用 以 下 方法 推 得 : 


m K -[ 商 性 离子 J[H*] ¿< _[ 明 离子 ][H+ ] 
,于 ，K。 TEB 1 


L ËH 
且 pH 在 等 电 点 时 [阳离子 ]=[ 阴 离子 ]， 只 有 它们 对 等 才能 完全 变 
成 两 性 离子 ,所 以 


[m || -Ts 
K. H°] 


K, K, = [H° ] 
取 对 数 则 一 tog[L HY? ]2 = — log a= logK,,, F3ë 


pK, +pK 
pI( 即 pH 一 一 (2.4-1) 


pl 值 相当 于 氨基 酸 两 性 离子 状态 时 反应 式 两 侧 的 pK 之 和 的 志平 均 
值 。 各 种 氨基 酸 的 pK 与 pl 什 和 化 学 式 见 表 2-4 和 表 2-5。 
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325 各 种 氨基 酸 分 子 化 学 式 和 缩写 符号 


气 基 酸 名 称 


22 35 88 
苏 氨 酸 
天 冬 酰胺 
谷 氮 酰胺 


酯 氨 酸 


282 
天 冬 氨 酸 
谷 氨 酸 


组 氮 酸 


束 氮 酸 
精 氮 酸 


甘氨酸 
丙 氨 酸 
纺 氮 酸 
亮 氨 酸 
异 亮 氨 酸 


苯 再 氧 酸 
甲 硫 气 酸 (蛋氨酸 ) 


BB 28 80 


taw 


缩写 符号 (代号 ) 代 学 式 


Ser(S) HOCH,CH(NH: )COO ` 
Thr( T) CH.,CH(OH)CH(NHz? )COO 
Asn(N) H, NC(= O)CH,CH(NFT )COO ` 
Gln(Q) H, NC( = O)CH,CH,CH(NH; )- 
COO- 
O) HOÇ 2CH,CH(NHš )COO` 
Cys(C) HSCH,CH(NHz )COO ` 
Asp(D) -OOCCH,CH(NH? )COO` 
Glu(E) “OOCCH;CH;j;CH(NHZ )OOO ` 
H+ 
His(H) <] 
LG) HsN ` CHICHECHpCHPCH(NH )- 
COO 
Arg(R) H,NC(== N° H;)- 
NHCH,CH,CH;,CH(NHz )COO ` 
Gly(G) H,C(NH; )COO 
Ala( A) CH ICH(NHç7 )COO- 
Val( V) CHICH(CH,)CH(NHz )COO- 
Leu(L) CH,CH(CH; )CH,CH(NH? )COO- 
[le(]) CH,CH,CH(CH,)CH(NH; )COO` 
Phe(F) < SCH,CH(NHš )coo- 
Met(M) CH;,SCH;,CH(NH; )COO` 
H 
Pro(P) HÀ /HCOO` 


H: 
Tp(W) T l )COO` 
H 


注 : 由 胱 氮 酸 是 由 两 个 半 胱 氨 酸 氧化 而 成 的 ,HOOOCH( NH )CH,SSCH,CH(NH;) 
COOH; lü 3 K E: EE 32 Bz B'URkp8 YF 25 4 位 接 一 OH 基 而 成 ,其 化 学 结 移 式 为 


@ 在 蛋白 质 代谢 中 还 存在 另 二 个 氨基 酸 : 
鸟 氨 柄 (Orm), HNCFLCHECFBCH( NH )OOOH; 
JISKRER (Cit )H,NC(== O)NHCH;CH,CH,CH(NH;,)COOH, 


2.4.2 几 个 氨基 酸 例 

例如 : 甘氨酸 在 纯 水 溶液 中 是 以 两 性 离子 形式 存在 
(H; NCH;,COO `), 当 用 盐酸 滴定 时 显示 其 为 弱 碱 性 , 即 

+ HBN: CH2COO0- + HCI==-H;,N:CH,COOH-+ CI” 
若 用 和 揽 氧 化 销 滴定 之 则 示 出 弱酸 性 , 邯 
H; NCH .COO- + (Na* )OH-==H,NCH,COO  +Na* + HO 

其 滴定 曲线 可 见 图 2-3。 

叉 如 谷 毛 酸 ， 它 在 pH= 3.22 相当 酸性 的 水 溶液 中 才 以 两 性 高 


CH;,NH; 


—— OO- 


(298K ) 


0.5 1 
— HCI mol/Gly mol NaOH mol/Gly moi 


图 2-3 0.1mol dm “ 甘 算 酸 与 盐酸 和 与 氨 氧 化 钠 的 滴定 曲线 
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子 存在 。 从 图 2-4 滴定 曲线 可 知 ,中 和 谷 氨 酸 时 需要 相当 于 其 两 信 
量 的 碱 。 在 pH=4.25 处 ,是 谷 氨 酸 之 y 羧基 的 表 观 pK。。 当 结晶 
谷 氨 酸 溶 于 水 时 , 它 的 两 性 离子 一 部 分 将 解 离 , 由 y 羧基 的 电离 作 
用 ,使 PH 下 降 至 3.22 就 达到 平衡 状态 ,大 部 分 谷 氨 酸 存在 的 形式 
仍 是 两 性 离子 。 倘 者 谷 氨 酸 深 于 pH=2.2 至 4.0 的 缓冲 液 中 , 它 的 
-两 性 离子 形式 依然 占 优 势 ; 深 人 pH=7 的 缓冲 液 中 , 谷 氮 酸 几乎 全 
部 以 带 负 电荷 离子 OOC(CH: )>CHCONH3 )COO -形式 存在 。 


COOH COOH ;00- i 
(CH;); (CH,); (CH，)， (CH,>; 
CHNH+ — HNH; == (HNH; > CHNH, 
CooH C00- Coo- ¿oo 


0.5 0 0.5 1 1-5 2 


一 HCl mol/Glu mal NaOH mol /Glu mol- 一 


图 2-4 0.1mocidm 谷 氨 酸 用 盐酸 与 所 氧化 钠 的 滴定 曲线 
赖 氮 酸 是 二 氨基 单 凑 基 酸 ,在 纯 水 中 时 碱 性 溶液 ,其 等 电 点 pI 
二 9.74。 由 此 等 电 点 开始 ,中 和 和 赖 氮 酸 需要 相当 于 其 两 售 重 的 盐酸 。 
在 图 2-5 的 滴定 赖 氨 酸 曲线 中 , 它 的 表 观 pK, fÉ 8.95 和 pK, 值 
2.18 依次 是 其 e-NH3 和 se- 羧基 的 特征 ,而 pK, = 10. 53 是 其 e- 
NH3 的 特征 。 由 于 两 性 离子 以 主要 形式 存在 的 pH 值 介 于 8.95 与 
+ 66 . 


NH; NH NH; NH; 

(CH, _._. (CH, — (CH), __ (Çu,) 

CHNH;ç  CHNHr/ — CHNH; Tas: CHNH, 
¿Ç 


0.5 0 0.5 1 
— HCI mol/Lys mol NaOH mol /Lys mol 一 


ES 2-5 0.1 moldm -3? 赖 氨 酸 用 HCL 和 NaOH 的 注定 曲线 


10.53 之 间 , 所 以 pI 应 采用 EP 二 计 算 ， 其 结果 等 于 9.74。 


当 缓冲 溶液 的 pH 为 7 rn se H;N- 
(CH,),CH(NHz )COO "在 溶液 中 占 主要 成 分 之 结果 。 
精 氨 酸 含 跨 基 , 是 属于 碱 性 氨基 酸 , 它 的 解 离 式 如 下 : 


NH; NF) NH; NF 
| pK, =2.17 | pK, =9.04 | pK, =12.48 | 
(Cb) (9 )3 (er) "s )s 
UB El | a 
COOH COO ` COo COo 
两 性 离子 


`“ usar yan asi 


pK, + pK 
1= 4 i= = 9.041412. 48. 10.76, 


pH 为 7 时 i 主要 呈现 阳离子 性 质 。 
组 氨 酸 含有 咪 吹 环 ,也 属于 碱 性 氮 基 酸 , 其 解 离 平衡 如 下 : 


BS Rz wakas PK. =1.82 


Wd 一 人 coo Po、 CH HO000- 
N NH — N Nh 
NH: NH. 
MY 两性 角子 Ww 


pK, s 
pI= 5 = 8.002. 17_7 59 


在 _ 般 情况 下 ， 水 济 液 中 的 氨基 酸 之 解 高 平衡， 总 是 随 着 pH 的 增 
高 ,先是 -羧基 脱 质子 ,随后 其 它 位 上 的 羧基 也 陪 质 子 , 继 而 是 a- 
NH; 脱 质 子 , 接 着 又 是 其 它 位 上 的 氨基 税 质 子 。 于 是 ,pI 的 计算 是 
以 两 性 离子 解 离 反应 两 侧 的 解 离 常数 和 其 平均 值 求 得 。 岂 于 组 氮 酸 


PEA UREK 是 m 比 “ 位 上 的 NH? 更 易 解 离 其 质子 ,因此 , 它 表 


现 出 味 唑 环 先 失去 正 电荷 而 形成 两 性 离子 的 特点 。 
酷 毛 酸 含有 葵 酚 基 , 它 的 羟基 使 酷 气 屋 呈 酸性 。 其 解 离 平衡 为 
CH,CH(NHš JCOOH CH,CH(NHš )COO` 
pK, =2.20 
OH OH 
两 性 离子 
CHCHCNFD COO  CH,CH(NH,)COO- 
pK, = 9. 11 pK, =10.07 


OH O 


pK, + pK 
则 P |= — A = 2252 S 66 


" 6Š ° 


2.5 蛋 日 质 等 电 点 的 实用 性 和 等 离子 点 


上 所谓 重 拍 质 的 等 离子 点 ,实质 上 是 指 蛋 白质 所 处 溶液 中 的 某 一 
pH 值 下 ,蛋白 质 分 子 中 的 酸性 基 团 解 离 而 形成 负离子 的 负电 荷 , 它 
等 于 该 分 子 中 的 碱 性 基 团 与 质子 结合 为 正 离子 时 所 带 的 正 电荷 , 从 
而 使 蛋白 质 分 子 内 部 正 负 电荷 "自行 中 和 ”而 不 携带 净 电 茶 。 

集 旺 质 的 等 电 点 , 即 在 电泳 实验 中 不 向 任何 一 个 电极 (阴极 或 阳 
极 ) 方 同 移 动 而 显示 不 带电 荷 性 质 的 那个 溶液 之 pH 值 。 可 见 测定 
重 旦 质 的 电泳 移动 性 质 是 处 于 含有 小 分 子 阳离子 和 阴离子 的 缓冲 溶 
液 中 ,蛋白 质 大 分 子 与 这 些 缓冲 离子 有 结合 的 倾向 ,这 可 能 是 由 于 等 
电 点 时 分 子 上 原 有 的 电 蘑 中 和 ,在 此 pH 下 阴离子 被 结合 的 比 阳 离 
子 多 (或 阳离子 比 阴 离子 多 ) 而 引起 的 , 它 掩盖 了 和 蛋白质 分 子 上 上原 有 
电荷 的 未 平衡 。 因 此 ,蛋白 质 的 等 电 点 与 等 离子 点 往往 与 实际 情况 
不 一 致 ,其 等 电 点 易 受 测定 它 的 电泳 性 质 时 所 加 人 的 离子 性 质 和 沫 
度 之 影响 而 不 恒定 。 显 然 ,要 在 实验 上 测定 一 种 蛋白 质 的 等 离子 点 ， 
该 溶液 务必 在 “去 离子 "水 中 进行 彻底 渗析 ,然后 测定 不 含 盐 的 蛋白 
奈 溶 液 之 pH 植 。 不 过 ,溶液 中 的 蛋白 质 结构 总 是 不 均匀 的 ,在 等 离 
子 点 时 尚 有 少许 带电 荷 的 结构 同时 存在 。 

2.5.1 蛋白 质 等 电 点 沉淀 法 

各 种 蛋白 质 都 是 由 各 种 氨基 酸 以 不 同 组 成 .比例 和 顺序 组 合 而 
成 的 , 它 也 是 两 性 电解 质 ,其 分 子 中 可 以 解 离 的 基因 除了 上 肽 链 末 端的 
oa 氨基 和 a- 拷 基 之 外 ,主要 的 还 有 在 肘 链 氨基 酸 残 基 上 的 侧 链 基 团 ， 
例如 & 疲 基 、y- 凌 基 、e- 和 氨基、 咪唑 基 \ 脑 基 , 酚 基 、 琉 基 等 。 在 低 于 
PI 的 酸性 环境 中 ,各 了 碱 性 基 团 与 质子 结合 ,致使 蛋白 质 带 正 电荷 ;在 
高 于 pl 的 碱 性 环境 中 ,酸性 基 团 解 离 出 质子 ,使 蛋白 质 带 负电 荷 。 
各 种 蛋白 质 分 别 具 有 特定 的 等 电 点 , 详 见 表 2-6。 
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表 2-6 几 种 蛋白 质 的 等 电 点 


等 电 点 


5.12 
6.35—7.30 
5.8—6.6 
5.30—5.35 
4.7~5.0 
4.55—4.90 
5.0—8.0 
1.0~2.5 


骨牌 白 琵 含 酸性 残 基 37 个 ,而 碱 性 残 基 仅 有 6 个 ,其 等 电 点 pl 
值 远 比 7 小 , 它 只 等 于 1.1。 牛 胸腺 组 蛋白 分 子 中 含有 11 个 赖 氮 
酸 、15 个 精 氨 酸 和 2 个 组 氨 酸 残 基 ,还 有 1 个 天 冬 氨 酸 和 1 个 谷 氨 
酸 残 基 , 在 pH 为 7 的 洲 液 中 ,该 蛋白 质 带 正 电荷 ,每 个 分 子 删 链 电 
离 有 可 能 形成 带 27 个 正 电 荷 和 2 个 负电 荷 ,所 雇 它 的 pI 高 至 10 以 
上 。 从 雄性 鱼 类 成 熟 的 精子 中 所 提取 的 鱼 精 蛋白 含 精 氨 酸 ( 碱 性 ) 特 
别 多 ,其 等 电 点 高 达 12.0。 

一 般 , 蛋 白质 处 于 等 电 点 的 pH 值 时 , 即 最 难 溶 于 水 而 极 易 沉 演 
下 来 ,这 可 能 是 由 于 相 邻 分 子 最 大 量 的 等 量 相反 电荷 基 团 之 闻 的 相 
对 吸引 ,从 而 使 破水 链 面 向 水 中 所 导致 的 结果 。 此 性 能 可 应 用 于 重 
白质 沉淀 法 纯化 , 即 适 当地 调节 离 等 电 点 较 远 的 pH 值 ,使 与 所 要 沉 
淀 的 蛋 乌 质 pl 相同 ,此 时 该 蛋 台 质 即 可 沈 析 而 具有 不 同 pl 的 其 它 
蛋白质 却 不 能 沉淀 。 | 

2.5.2 #K ÉES f 3z Ef EZ ik 

各 白质 所 携带 的 电荷 随 着 改变 溶液 pH 而 变化 的 性 能 ,已 用 于 
离子 交换 色 层 法 之 纯化 和 监 定 蛋白 质 。 作 为 蛋白 质 色 层 法 最 好 的 离 
子 交换 物质 是 弱 阳 离子 和 “中 间 强 度 阴离子 交换 物 ,例如 羧 甲 基 纤 
维 素 和 乙 胺 乙 基 纤维 素 等 ,它们 原 有 的 电荷 是 附着 在 纤维 素 或 葡 聚 
糖 的 多 糖 唱 格 上 ,相对 而 言 , 带 一 定 电荷 的 蛋白 质 与 这 些 物 质 的 结合 
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鱼 精 蛋白 

溶菌 酶 

胸腺 组 蛋白 

细胞 色素 己 

血红 看 白 

人 血清 清 蛋 白 
al- 球 重 白 


12.00 一 12.40 上 人 血清 8- 球 蛋白 


并 不 紧 , 只 要 采用 略 有 不 同 pH 的 缓冲 溶液 ,或 者 逐渐 增加 离子 强度 
的 一 定 pH 液 ,就 很 容易 将 其 洗 脱 下 来 。 一 般 务 须 在 低温 (0C 一 
4C ) 下 操作 , 且 不 使 用 强酸 或 强 碱 缓冲 溶液 ,以 避免 破坏 蛋白 质 的 原 
结构 和 生物 活性 。 这 种 离子 交换 色 层 法 也 可 用 于 分 离 不 同 pl 55 55 
基 酸 。 

(1) 羧 甲 基 纤维 素 色 层 柱 

羧 甲 基 纤 维 素 (CeHsO4 : OCH,COOH),, 是 弱 阳 离子 交换 剂 ,一 
般 最 适合 pI 值 大 于 7 的 蛋白 质 之 色 层 分 析 。 填 充 羧 甲 基 纤 维 宗 的 
色 层 柱 , 先 用 较 低 离子 强度 而 pH 约 为 5 的 缓冲 液 饱 和 ,再 将 深 于 该 
缓冲 液 的 蛋白 质 溶液 加 人 人 色 层 柱 内 ,处 在 小 于 pI 而 带 净 正 电 荷 的 蛋 
日 质 邵 与 纤维 崇 原 有 负 所 荷 基 团结 合 而 交换 出 原 有 阳离子 。 然 后 采 
到 提高 pH 以 减少 蛋白 质 的 净 正 电荷 之 方法 , 即 用 递增 pH 的 缓冲 剂 
洗 脱 。 妃 外 ,逐渐 提高 离子 强度 或 含有 竞争 性 阳离子 的 溶液 也 可 将 
其 洗 脱 。 

(2) 乙 胶 乙 基 纤维 素 

乙 膀 乙 基 纤 维 素 是 中 间 强 度 阴 离子 交换 剂 , 它 最 适合 pH 值 小 
于 7 的 借 白 质 色 层 分 析 。 填 充 乙 胺 乙 基 纤维 素 的 色 层 柱 可 先 用 较 低 
离子 强度 而 pH 约 为 8 的 缓冲 剂 饱和 ,然后 才 将 溶 于 同样 绥 冲 剂 的 
焦 日 质 溶 液 注 入 色 层 柱 。 处 在 大 于 pl 而 带 净 负电 荷 的 蛋白 质 , 在 此 
pH 时 即 与 大 部 分 解 离 而 带 原 有 正 电 荷 的 乙 胺 乙 基 纤维 素 结合 ,于 是 
便 交 换 出 阴离子 。 根 据 随 着 pH 下 降 蛋 白质 上 的 净 负 电荷 减少 之 原 
理 , 可 以 采用 递减 pH 的 缓冲 剂 ,或 者 逐步 提高 离子 强度 或 含有 竞争 
性 阴离子 的 溶液 使 之 洗 脱 。 

2.5.3 ”和 绰 白 质 等 电汇 聚 

蛋 百 质 电 泳 的 有 关 原 理 与 小 分 子 的 电泳 分 析 相 同 。 细 心地 调节 
电泳 溶液 的 pH 离子 强度 (包括 导电 率 ) 和 温度 ,就 有 可 能 将 具有 等 
电 点 相近 和 分 子 大 小 差异 不 大 的 蛋白 质 分 离 。 利 用 电泳 分 离 之 各 种 
蛋 日 质 所 形成 “ 带 " 的 分 界 具有 不 同 的 光 折 射 性 ,或 者 各 “ 带 ” 区 紫外 

光 吸 收 本 领 而 给 予 区 别 鉴 定 。 电 泳 也 可 在 固定 的 介质 中 进行 ,对 所 
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分 开 的 “ 带 " 区 或 显 色 鉴别 或 将 固定 介质 按 " 带 "区 截 成 几 段 , 然 后 用 
缓冲 液 分 别 洗 脱 各 段 的 蛋白 质 , 即 可 进行 分 析 其 含量 和 生物 活性 等 。 

倘若 电泳 是 在 固定 介质 中 进行 ,在 此 介质 上 的 缓冲 溶液 可 用 高 
分 子 化 合 物 基 质 ( 如 省 粉 . 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 或 醋酸 纤维 等 ) 作 支柱 ,在 
电场 下 重 百 质 疫 着 稳定 的 pH 梯度 移动 时 会 失去 它们 多 余 的 净 电 
fl ,最 终 在 相当 于 pl 的 pH 区 域 因 不 带 净 电荷 而 停止 迁移 ,于 是 同 
一 p! 蛋 和 白质 节 在 此 区 域 集中 成 “ 带 ”"。 用 这 种 方法 可 将 蛋白 质 混 合 
物 的 组 分 分 离 和 鉴定 ,显然 在 分 析 和 制备 上 是 一 种 很 有 用 的 技术 , 尚 
能 测 出 每 种 分 离 出 来 的 蛋白 质 之 pl 值 , 称 为 蛋白 质 的 等 电汇 聚 。 

老 等 电汇 聚 技术 中 的 固定 介质 是 滤纸 , 它 以 缓冲 液 润 湿 后 安放 
于 电极 之 间 , 如 图 2-6(a) 所 示 , 这 只 和 需 少 量 的 溶质 ,不 过 蒸发 和 内 渗 
现象 可 能 会 造成 麻烦 。 溶 液 等 电汇 聚 技术 装置 见 图 2-6(b)。 


- 铂 丝 环 电极 


电极 aka BW 
(a) (b) 


图 26 (a) 固 定 介质 电泳 装置 简 图 ;(b) 等 电汇 紊 技术 位 图 


如 果 所 用 的 固定 介质 是 以 加 入 部 分 水 的 淀粉 塑 成 之 凝 胶 , 则 其 
分 辩 能 力 较 高 ,用 途 也 广 ,但 对 大 分 子 运动 有 些 妨 碍 ,样品 的 洗 脱 较 
困难 。 

车 以 聚 丙 酰 胺 凝 胶 作为 画 定 介质 , 即 在 小 管 中 使 丙烯 酰胺 到 
合 和 交 联 而 成 为 凝 胶 , 则 分 辨 力 好 ,易于 使 用 , 且 内 渗 现 象 可 略 。 通 
常 限于 小 规模 试验 ,因为 电阻 低 ,造成 通过 的 电流 大 。 

在 实验 时 需要 解决 的 两 个 技术 关键 是 :(1) 在 装置 中 务必 造成 所 
需 的 密度 梯度 ,以 便 防止 对 流 之 产生 ,于 是 一 般 常 采用 芒 糖 梯度 ,这 
是 由 于 蔗糖 不 带电 ,与 电场 互 不 干扰 ; (2) 必须 建立 相当 稳定 的 pH 
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梯度 ,能 巧妙 地 产生 此 pH 梯 庆 的 方法 , 即 在 中 介 区 放 人 低 相 对 分 子 
质量 的 聚合 两 性 电解 质 的 混合 物 ,每 类 物质 都 会 移 向 它 的 等 电 区 ,并 
停 集 在 那里 产生 缓冲 作用 ,使 这 点 的 pH 稳定 在 某 特定 值 , 最 酸性 的 
聚合 两 性 电解 质 将 汇集 在 阳极 附近 ,最 碱 性 的 在 阴极 区 ,这 样 便 建 立 
了 稳定 的 pH 梯度 。 在 实验 中 ,蛋白 质 混合 物 中 的 任何 大 分 子 在 电 
场 迁移 至 对 于 它 是 等 电 点 的 那个 区 域 , 电 沪 和 扩散 之 间 的 平衡 (不 是 
真正 的 平衡 ) 将 使 每 种 大 分 子 汇集 成 能 稳定 相当 长 时 间 的 “ 带 " 区 。 


2.6 和 蛋白质 对 pH 的 缓冲 作用 


所 有 蛋白质 皆 含有 许多 弱酸 和 能 碱 基 园 ,它们 除了 各 有 自己 的 特 
殊 功 能 之 外 , 尚 具有 对 组 织 pH 的 缓冲 作用 ,血红 蛋白 是 其 突出 的 一 
例 。 众 所 周知 ,人 体 组 织 需 要 O, 消耗 和 CO, 释放 的 呼吸 作用 ,呼吸 和 作 
用 是 在 肺 部 由 盘 红 蛋白 (HHb) 与 O, 结合 成 氧 血红 蛋白 (HHbO: ) ,并 
通过 动脉 血液 输送 而 供应 各 部 位 组 织 ,又 将 人 体 组 织 所 产生 的 CO, 
溶解 于 静脉 血液 中 而 输送 至 肺 部 排出 ,这 两 者 是 以 循环 进行 的 。 该 
氧 血 红 忆 日 在 呼吸 组 织 处 放出 O, 而 变 成 血红 蛋白 ;CO, 因 红 血球 含 
有 的 磋 酸 时 散 众 化 迅速 地 与 水 反应 而 生成 碳酸 ,碳酸 的 pK.= 6. 1， 
当 血 液 的 pH 约 为 7.4 时 , 即 有 96% 的 碳酸 解 离 为 H* 和 HCO; 高 
+, J.G.Morris 认为 ,人 的 肺 部 每 日 排出 的 CO, 相当 于 1 mol dm-: 
的 一 元 酸 之 20 一 40 cr 。 显 然 , 静 脉 血液 一 天 要 运输 此 量 的 CO, ,如 
果 没 有 血液 中 的 血红 蛋白 、 血 浆 磷酸 盐 与 血浆 蛋白 质 提供 可 结合 
H- 的 缓冲 作用 , 且 其 中 的 血红 蛋白 作 了 四 分 之 三 多 的 贡献 ,那么 静 
脉 血液 的 pH 也 就 不 会 只 比 无 CO, 的 动脉 血液 之 pH 少 一 点 点 。 

复杂 的 多 解 离 蛋白 质 模 型 以 一 元 弱酸 HHbO, 和 HHb 来 简化 地 
概括 ,HHbO; 的 pl1=6.7,HHb 的 pl=6. 81, 表 明 氧 血红 蛋白 的 酸性 
比 血 红 蛋 电 的 强 , 在 血液 的 pH 条 件 下 将 会 有 不 同 程度 的 解 离 , 即 

HHbO 一 一 H + HbO; pK,=6.62 
=H + Hb pK,=8.18 
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按 此 计算 ,在 正常 血液 的 pH 时 ,有 86% 的 氧 血 红 和 蛋白 解 离 成 
HbO; ,而 血红 蛋白 却 有 85% 是 以 HHb 状态 存在 。 这 说 明 氧 血红 和 蛋 
白 解脱 它 的 O, 变 成 血红 蛋白 时 ,就 需要 一 定量 的 H* 离子 与 其 结 
合 。 呼 吸 组 织 从 氧 血 红 蛋 白 吸 取 氧 ,生成 磊 Hb 的 同时 产生 CO, , 
则 引起 H+ 离子 的 释放 ,其 中 大 部 分 的 H+ 即 与 Hb 结合 。 这 与 单一 
共 恩 酸 碱 偶 ( 一 个 pK, 值 ) 平 衡 移动 缓冲 的 作用 不 一 样 。 它 是 一 种 
被 称 为 等 氢 交 换 的 现象 ,此 现象 主要 表现 为 一 种 缓冲 剂 (HbOxz — 
HHbO,) 变 成 男 一 种 bpK。 较 大 的 缓冲 剂 (Hb- — HHb) 时 吸取 了 H+ 。 

由 于 CO, 在 血液 中 以 HOO; 离子 存在 的 量 与 Ht 是 等 兰 尔 的 ， 
1 摩尔 氧 血红 蛋白 在 脱氧 的 同时 ,恒定 于 pH 为 7.4 的 血液 所 能 运 走 
HCO; 形式 的 CO, ,其 量 即 可 由 lmol 血红 蛋白 所 结合 的 H* 离子 量 
与 1mol 氧 血红 蛋白 所 结合 的 HH! 离子 量 之 差 算得 。 

根据 HHbO,(É&)——H* + HbO; (3E$69R),pK,= 6.62 及 (2.2 


-20) 的 pPH= pK, + log[ S] 21. 8 tag s pH=7.4 和 pK, 


代入 而 算得 i 二 第 =0. 78, HPP =6.03, iZ lmol # IL 


红 和 蛋白 含有 x mol HHbO, , 则 HbO; 的 含量 为 (1 -x), 由 此 可 以 求 得 
x 二 0.142。 在 pH 为 7.4 的 血液 中 ,1 mol 氧 血红 蛋白 含有 0.142 
mol HHbO, ,换言之 ,1 mol 氧 血红 蛋白 能 有 效 地 结合 0.142 mol 的 
H!* 离子 而 以 HHbO, 形式 存在 。 

按照 HHb( 酸 一 H+ + Hb (Btša8k),pK,= 8.18 Ë 7.4=8.18 


+log] 地 十 ,算得 | 由 =0.17。 设 1 mol 血红 蛋白 食 x mol HHb 


OE Hb ,B = =0.17 @%#8 x= 0.850, 1 mol HL Z[ ZË 
白 在 pH 为 7.4 的 血液 中 含有 0. 85 mol HHb, Ë! Hb ` 有 效 地 结合 
0.850 mol Ht 而 以 HHb 形式 存在 。 
因此 ,在 pH=?7.4 的 血液 中 ,i mol X fu £T #z£ F3 FE k 35 B [R] f , 
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可 以 结合 HR+ 离子 之 量 等 于 1 mol 血红 蛋白 所 结合 的 H+ 量 减 去 1 
mol 氧 血 红 和 蛋白 所 结合 的 H* 量 , 即 等 于 0.850-0.142=0.708 mol, 
”由 此 推 得 ,在 pH=7.4 的 血液 中 , 随 着 1 mol 氧 血红 电 白 脱氧 和 
结合 H 的 结果 ,可 以 输送 0.708 mol 碳酸 氨基 团 阴离子 而 不 引起 血 
液 pH 的 变化 。 碳 酸 毛 基 团 阴离子 量 就 是 血液 吸收 了 0.708 mol 
COo | 
还 有 一 部 分 Co, 是 以 HzCOs 存在 形式 输送 的 。 在 pH 为 7.4 
的 血液 中 ,碳酸 毛 基 团 阴 离子 与 H,CO, 达到 平衡 状态 时 , 即 H,CO， 


一 一 H*' + HCO; 的 pK,=6.1, 故 按 7.4=6.1+ log Ea dit, 


其 结果 为 上] = 20, 也 就 是 说 ,在 pH—7.4 的 血液 中 含有 0.708 


mol HCO; ,势必 有 0.035 mol H,CO, 与 它 平衡 ,这 H,CO, 之 量 是 因 
0.035 mol CO 溶解 而 产生 的 。 

因此 ,在 pH=7.4 的 血液 中 , 自 1 mol 氧 血红 蛋白 脱出 1 mol O; 
的 结 虹 ,以 不 改变 pH 值 的 条 件 下 ,可 以 输送 CO, 的 总 量 等 于 0.708 
+0.035 =0.743 mol. 


结 束 语 


综 上 所 述 ,生命 的 整个 过 程 虽 是 一 个 不 可 逆 过 程 ,但 在 生物 机 体 
的 溶液 中 存在 着 许多 趋 近 于 平衡 的 过 程 , 尤 其 是 各 类 蛋白质 溶液 的 
让 在 ,可 呈现 出 缓冲 效应 的 酸 碱 平衡 状态 ,蛋白 质 与 O, ,微量 元 素 的 
络 合 平衡 ,以 及 蛋白 质 分 子 的 构象 间 变 换 平 衡 和 它们 的 聚集 离散 平 
衡 , 还 有 水 化 结构 平衡 等 等 。 它 们 在 调节 生物 机 体 正 常 的 生理 运行 
和 新 陈 代谢 中 起 着 极 重 要 的 作用 。 

有 关 资 料 报道 , 酸 碱 平衡 ,身体 健康 。 体 内 酸 碱 不 平衡 , 百 病 从 
生 由 此 起 。 例 如 各 种 酶 的 催化 运作 都 在 特定 的 pH 下 进行 , 若 体内 
的 pH 出 现 偏差 , 便 会 形成 各 类 型 过 酸 或 过 碱 的 病症 。 
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每 个 人 体内 的 平衡 和 运作 都 有 特定 的 韵律 , 若 韵 律 紊乱 , 酸 碱 使 会 
失去 平衡 ,各 种 疾病 亦 随 之 而 起 。 

5 IK Pq b) pH 过 低 ,酸性 物质 过 多 , 即 会 形成 “分 解 代谢 赵 
势 ", 其 病症 包括 :风湿 性 关节 炎 、 低 血压 、 稀 便 及 肚 演 ,水 肿 ` 仿 头痛 、 
牙 肉 收缩 及 发 炎 等 。 

反之 ,体内 的 pH 过 高 , 碱 性 物质 过 多 , 便 会 形成 “合成 代谢 赵 
势 ", 则 出 现 以 下 病症 :高 血压 便秘 \ 口 疮 糖尿病、 骨 质 政 松 症 、 鼻 
炎 ,小便 频 密 \ 容 易 伤风 感冒 及 动脉 硬化 等 。 

除了 以 上 的 病症 之 外 ,一 部 分 严重 的 疾病 如 癌症 等 ,都 可 能 与 体 
内 的 酸 碱 不 平衡 有 关 。 有 些 研 究 证 实 , 一 部 分 癌症 如 血 癌 、 淋 巴 逐 癌 
等 ,是 由 于 人 体 的 大 性 过 高 ,酸性 物质 偏 少 ,形成 “合成 代谢 趋势 ”所 
引发 的 。 

由 上 可 知 , 酸 碱 平衡 等 与 生命 修 关 ,人 们 必须 重视 调节 和 维护 上 
述 的 平衡 过 程 。 而 饮食 对 体内 的 酸 碱 平衡 影响 颇 大 , 鱼 、 肉 、 是 在 体 
内 代谢 后 产生 酸性 物质 , 蔬菜、 水果 在 体内 代谢 之 后 形成 碱 性 物质 ， 
可 见 不 能 偏食 ,这 是 健康 长 寿 的 必要 条 件 。 
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第 三 章 ” 酶 催化 及 其 反应 动力 学 


3.1 化 学 动力 学 的 基本 知识 


生物 体内 各 式 各 样 新 陈 代 谢 的 生化 反应 都 是 在 极 温 和 条 件 (和 体 
温 37C ,pH 接近 中 性 ) 下 进行 的 ,而 绝 大 多 数 的 生化 反应 均 由 于 酶 
催化 才 使 反应 进行 得 如 此 顺利 和 迅速 。 酶 具有 特异 的 选择 性 (高 度 
专 一 性 ) ,并 对 环境 极为 敏感 。 在 高 漫 或 强 碱 、. 强 酸 .重金 属 等 存在 下 
会 引起 重 白质 变性 ,从 而 促使 酶 背 失 活性 。 但 酶 也 具有 催化 剂 的 一 
般 催化 动力 学 特性 ,因此 懂得 一 定 的 动力 学 基本 知识 ,对 于 了 解 酶 催 
化 作用 是 有 益 的 。 

3.1.1 反应 级 数 及 其 动力 学 方程 

当 物质 发 生化 学 反应 时 ,单位 时 间 内 生成 物 形成 的 量 


和 生成 物 } 或 反应 物 消耗 之 量 一 生 及 应 物 ] 党 用 于 家 示 该 反应 的 束 


度 。 气 体 分 子 间 的 反应 可 用 单位 时 间 内 它们 之 分 压 或 浓度 的 减少 或 
增加 量 来 表达 ;溶液 中 则 用 它们 的 浓度 增 减 表 示 。 
发 生化 学 反应 ,首先 必须 是 反应 物 分 子 相 遇 。 当 反应 物 浓 度 增 
加 时 ,一 般 会 增加 其 分 子 碰撞 机 会 ,反应 速度 也 会 相应 地 增加 。 反 应 
速度 可 以 简单 地 表示 为 反应 物 浓度 的 函数 , 即 
v= 比例 常数 xX[ 反 应 物 ]" 
式 中 vy 一 一 代表 反应 速度 ; 
n 一 一 代表 反应 级 数 。 
对 于 简单 反应 ,n 往往 是 小 的 整数 。n = 1 时 为 一 级 反应 3n=2 
时 为 二 级 反应 ; 然 n= 3 的 三 级 反应 却 是 很 少见 的 ;jn= 0 为 零 级 反 
应 。 例 如 ; 
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一 级 :反应 速度 v= 下 A 与 一 种 反应 物 浓度 [A] 成 比例 , 即 


-A [A] (3: 4:15 


二 级 :有 反应 速度 与 两 种 反应 物 浓度 的 乘积 或 与 单一 反应 物 浓度 的 平 
方 成 比例 , 即 


=- Al. pTAJIB] 或 v= Al. Tp (3.12) 
三 级 :v= -AJ =k[LA]LB1[Cj 或 v= -A ABR 
6 (3. 1-3) 


零 级 : (3.1-4) 


假定 了 一 级 反应 ,起 始 A 浓度 为 a mol dm 3, 经 1 
时 间 之 后 ,a 浓度 恋 为 (axjmol dm , 则 PP 产物 已 生成 x mol dm-3。 
t 时 间 的 反应 速度 为 


= — da de (a x) (3.1-5) 

从 t=0,x=0 2 t, 0 h Sshasa 
in mi (3. 1-6) 
以 n= k 称 作 一 级 反应 速 


度 常 数 , 单 位 为 时 间 -!。 
类 似 地 也 可 导出 不 同 级 数 的 反应 动力 学 方程 分 别 为 
等 级 : 
i , X= kt | (3.1-7) 
零 级 反应 速度 & 的 单位 是 浓度 xx 时间- 1. 
二 级 : 


当 A+B->P 时， (a—x) (bx) (3.1-8) 


. 78 ° 


(š) # a= b 则 一 一 一 aa 二 二 =kt (3.1-9) 


(ü) 如 果 a>b MI ln (ax) r pak (3.1-10) 


k 是 二 级 反应 速度 常数 ， sg lx Pj t. 

假如 将 不 同时 间 t 的 ax 和 t 或 ab x 和 t 代入 上 述 方程 ,用 等 
号 左边 项 的 值 对 + 作 图 ,以 求 得 代入 哪 一 个 方程 能 呈 直 线 ,或 测 得 天 
值 单位 即 可 判定 该 反应 的 级 数 。 


一 种 反应 物 A 其 浓度 消耗 了 一 半 ( 志 a) 所 需 的 时 间 (t) ,通称 


它 为 这 反应 物 的 “半衰期 "。 利 用 半衰期 ty? 值 与 A 的 起 始 浓度 的 关 
系 , 也 可 将 a 与 tp 数据 代入, 藉 其 符合 哪 一 半衰期 方程 来 判定 反应 
级 数 。 


luz = 让，tyazcca (3.1-11) 
一 级 :tp = 上 9， ty 与 a 无 关 (3.1-12) 
二 级 : 当 a=b 或 v=h[A] 时 t= 让 ,toe ocl (3. 1-13) 


总 而 言 之 ,实验 观察 到 和 的 反 应 速度 和 有 反应 区 物 浓度 之 关系 ,可 用 过 
度 方程 表示 ,其 反应 级 数 就 是 反应 物 浓度 的 总 次 套 , 它 是 经 验 数值 。 
RE 2 或 零 的 级 数值 ,但 在 很 多 的 复杂 情 


况 下 ,n 值 可 能 是 分 数 如 了 1 或 1.6 等 。 有 些 复杂 反应 例如 链 反 应 ,其 
至 其 反应 速度 P ii wiasp pa wait. 通过 
实验 测定 其 反应 级 数值 ,可 以 核实 所 设想 的 反应 机 理 ( 或 称 历 竹 ) 是 
否 正确 ,如 果实 验 测 定 的 级 数值 与 所 设想 的 机 理 有 了 矛盾 , 则 该 机 理 一 
定 是 错误 的 。 

假定 一 简单 反应 A+B-~ 生 成 物 , 其 速度 方程 式 中 对 A 和 了 BB 分 
别 是 一 级 ,总 的 来 说 是 2 级 反应 。 但 是 若 其 中 一 V B "Se 如 


栈 在 水 溶液 中 水 解 ) 或 反应 中 再 生 ( 例 如 A+B 一 CB+ 生成 
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物 ) ,此 时 表 观 所 观察 到 的 是 o= km[ 和 A ,该 反应 即 为 表 观 一 级 反应 
《此 表现 二 上 [LB])。 所 以 表 观 的 反应 级 数 还 随 条 件 而 变化 。 

3.1.2 基 元 反应 与 反应 分 子 数 

反应 物 分 子 碰撞 时 ,一 步 直 接 转 化 为 生成 物 分 子 的 反应 称 为 基 
元 反应 。 在 基 元 反应 中 ,转化 为 生成 物 分 子 所 参加 反应 的 反应 物 分 
子 数 称 作 有 反应 分 子 数 。 例 如 基 元 反应 A + B-~C, 则 该 基 元 反应 的 反 
应 分 子 数 等 于 2 , 称 作 二 分 子 反 应 。 

绝 大 多数 反应 并 非 基 元 反应 ,往往 要 经 过 若干 个 基 元 反应 之 步 
又 方 能 最 后 转化 为 生成 物 ,甚至 连 简 单 的 化 学 反应 也 常 要 经 多 步 基 
元 反应 才 完 成 。 例 如 了 + H,—2HI 的 反应 级 数 是 2, 但 它 并 非 2 分 
子 反应 ,因为 该 反应 不 是 基 元 反应 , 它 是 L,=21 fü H, +2I—>2HI, ll 
由 两 步 基 元 反应 组 成 的 2 级 反应 。 

只 有 基 元 反应 才 遵 循 反 应 速度 与 反应 物 浓度 成 正比 的 质量 作用 
定律 ,也 就 是 说 ,在 速度 方程 中 各 浓度 的 次 右 即 是 各 相应 物质 的 系 
数 。 从 分 子 参 加 反应 的 角度 看 ,各 浓度 的 次 只 总 和 就 是 反应 分 子 数 。 
例如 ,此 时 反应 分 子 数 为 2 的 基 元 反应 方 可 称 作 2 分 子 反 应 ,其 实验 
必 表 现 出 也 是 二 级 反应 。 三 个 分 子 同 时 碰撞 的 机 会 并 不 多 ,所 以 三 
分 子 反 应 的 例子 很 少 。 

倘若 一 个 反应 是 经 历 多 步 基 元 反应 才 完 成 的 ,那么 ,此 复杂 的 反 
应 分 子 数 就 无 法 从 该 反应 式 系数 得 知 , 不 过 ,每 步 基 元 反应 分 别 有 各 


自 的 反应 分 子 数 。 例 如 反应 A+B+C 一 *P+Q, 实 验 所 得 结果 是 A 
与 B 的 反应 级 数 为 2, 它 也 就 有 可 能 是 
A+ BAB 了 SP+Q 


即 它 是 由 一 速度 慢 和 一 速度 快 的 两 步 基 元 反应 组 成 的 。 对 于 第 一 步 
基 元 反应 可 按 质量 作用 定律 写 出 二 分 子 反 应 速度 方程 


(ABI) =w[A]IB] 


， 80 ° 


对 于 第 二 步 基 元 反应 是 AB 和 和 C 的 二 分 子 反 应 ， 


Mi - (ABI) Q; AB][C] 


由 于 生成 AB 的 总 速度 [中 人 B] ) 是 第 一 步 (时 AL】 和 第 二 步 


(人 AB. ) 之 和 ,而 慢 速 度 的 第 一 步 所 生成 的 [AB] 会 被 速度 快 的 


第 二 步 消耗 掉 , 即使 [AB] 浓 度 处 于 稳定 状态 , 则 { 和 人 B ] = 0, 这 


种 处 理 方法 称 作 稳 态 处 理 。 于 是 
ki[AI[BI -Rk2[ABI[C1=0 


. A JLB 
[AB] = C 


上 述 总 反应 的 任何 种 产物 (P 或 QQ) 之 生成 速度 为 


Pl r ABJ[c]= a, LA IBlrc]= s [AJB] 


(3.1-14) 
说 明 该 总 反应 并 非 A 种 B 的 二 分 子 反 应 而 只 能 称 作 二 级 反应 。 由 
此 可 见 , 反 应 级 数 和 反应 分 子 数 以 及 复杂 反应 和 基 元 反应 的 概念 是 
有 根本 性 的 区 别 。 
3.1,3 上 反应 的 磁 接 理论 和 过 渡 态 理论 
实验 发 现 ,在 反应 物 浓度 维持 一 定 的 情况 下 ,反应 速度 随 反 应 所 
处 的 温度 之 不 同 而 变化 ,说 明 反 应 速度 常数 是 温度 的 图 数 , 可 由 Ar- 
rhenius 方程 式 或 其 对 数 形式 来 表达 , 即 
k = Ae-E/RT 或 Ink 一 InA~ 下 (3.1-15) 
式 中 k 一 一 代表 速度 常数 ; 
T 一 一 代表 绝对 温度 (K); 
R 一 一 代表 气体 常数 ，; 
A 一 一 代表 指 前 因子 ,也 称 频率 系数 ; 
E 一 一 代表 反应 活化 能 。 
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速度 常数 的 对 数 在 一 定 温度 范围 内 是 绝对 温度 倒数 的 直线 阴 数 。 
Arrhenius 定义 的 活化 能 为 E,=RT* dt , 称 Arrhenius 活化 能 ,已 发 


它 与 上 述 公 \ 式 的 活化 能 是 有 区 别 的 。 sus, 数 随 温度 改变 而 
5 O 由 Arrhenius 和 范 托 夫 等 提出 的 碰撞 理论 和 
Eyring 等 提出 的 过 渡 状 态 理论 。 


将 nk 对 示 作 图 ,可 得 一 直 组 ,其 斜率 为 ~ 芮 , 由 此 可 求 得 活化 


能 忆 , 自 直线 在 纵 坐 标 上 的 截 距 (于 -0 延长 线 相交 处 ) 可 求 得 A 值 。 
不 过 ,这 些 都 是 表 观 的 实验 数据 。 

(一 ) 碰 擅 理论 

物质 分 子 尤其 是 气体 分 子 各 自 都 具有 一 定 的 运动 速度 ,但 其 运 
动能 量 常 由 于 发 生 分 子 碰撞 而 重新 分 布 ,只 有 当 两 个 分 子 相互 碰 入 
所 获得 的 能 量 超过 某 一 定量 的 能 量 时 方 能 发 生 反应 ,而 分 子 要 发 生 
反应 所 必需 获得 的 最 低能 量 称 活化 能 E。 所 以 ,发 生 反 应 的 分 子 仅 
是 反应 物 间 碰 挤 总 数 民 的 一 小 部 分 。e 2 代表 具 有 超过 使 反应 能 
进行 所 需 的 临界 能 量 那 一 小 部 分 碰撞 数 。 指 前 因子 应 包含 碰 掉 频率 
Z 和 空间 位 阻 因 子 P。 于 是 

k=PZe RT (3.1-16) 
式 中 PZ 一 一 代表 反应 物 分 子 在 能 发 生 反 应 的 空间 一 定 方位 上 的 
碰撞 数 。 

换言之 , 唯 有 那些 具有 比 平均 能 量 高 出 E 以 上 的 反应 物 分 子 在 一 定 
方位 上 的 碰撞 , 才 是 可 引起 反应 的 有 效 磁 擅 。 

当今 ,PZ 已 经 被 提出 的 “有 效 碰撞 截面 积 "理论 所 代替 。 然 而 ， 
碰撞 理论 至 今 尚未 能 在 溶液 中 预测 反应 的 速度 常数 ,必然 会 有 另外 
的 理论 提出 。 

(二 ) 过 渡 状 态 理论 

过 渡 状 态 理论 又 称 活化 络 合 物理 论 或 绝对 反应 速度 理论 。 该 理 
论 认为 反应 物 分 子 碰撞 后 要 经 过 形成 一 个 中 间 过 湾 状 态 一 活化 络 
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合 物 , 才 会 转变 为 产物 。 现 以 简单 的 例子 示意 : 


x 1: $$] 步 
A-+ g G et ru upa CG)— 慢 步 缀 


由 此 可 知 ,活化 络 合 物 中 的 

晶 键 己 松 动 , 新 键 尚未 稳固 ， 

使 活化 络 合 物 具 有 高 能 量 而 Re ss 8 

处 于 很 不 稳定 的 过 渡 状 态 。 能 

这 活化 络 合 物 所 具有 的 高 出 “县 

反应 物 分 子 的 平均 能 量 , 就 

是 形成 活化 络 合 物 所 需要 的 

最 少 能 量 , 也 是 反应 物 生 成 

中 间 过 渡 状 态 活 化 络 合 物 所 

筑 超 越 的 势 刍 或 称 所 需 的 活 基 元 反 位 进展 诬 

化 能 ,参见 图 3-1. 图 3-1 活化 络 合 物 的 形成 过 程 示意 
该 例 可 以 导出 反应 速度 方程 


-Al SITKz[AJ[BCJ=A[AJIBCT (3.L17) 


式 中 人 3 焦 ' 开 1!); 
hh 一 一 普 朗 克 常 数 { 即 p =0.6626x 10 3 焦 : 秒 ~!); 
Ks 一 一 生成 活化 络 合 物 的 平衡 常数 K =a el"; 
大 一 一 形成 生成 物 AB 和 C 的 反应 速度 常数 。 


A—B+C 


由 于 k=klk, (3,1-18) 
和 AG = — RTInK; = AHŠ - TAS? (3.1-19) 
则 i. ASZ/Re- AH2 /RT (3.1-20) 
h 
对 比 Arrhenius 速度 常数 公式 , 指 前 因子 A % y 68 4388950, TN F. 
SM E18 38 2 | 
3.1.4 催化 作用 


茶 些 物 原 存 在 于 化 学 反应 系统 中 , 它 可 改变 反应 趋向 平衡 的 速 
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度 ,但 并 不 改变 平衡 常数 或 平衡 点 ,而 本 身 在 反应 前 后 没有 数量 上 的 
变化 ,同时 也 没有 化 学 性 质 的 改变 , 则 该 物质 称 俊 化 剂 。 这 种 能 改变 
反应 速度 的 作用 称 催化 作 困 ,其 加 快 反应 速度 的 称 正 催 化 剂 , 减 慢 反 
应 速度 的 称 盟 化 请 或 负 催化 剂 。 酶 催化 都 是 正 催化 作用 。 众 化 剂 的 
浓度 在 一 定 条 件 下 会 影响 催化 肥 应 的 速度 ,但 由 于 它 参 与 反应 后 再 
生 , 浓 并 维持 一 定时 ,就 不 显现 在 总 反应 的 化 学 计量 方程 式 中 。 


反应 进展 度 


图 3-2 反应 途径 与 活化 能 
催化 痢 的 加 人 ,能 使 原 非 催化 反应 的 速度 大 大 地 增加 ,这 主要 是 
由 于 扒 化 剂 参与 改变 非 催化 反应 的 途径 ,导致 所 和 需 的 活化 能 较 低 , 尚 
有 可 能 引起 指 前 因子 变 大 ,这 些 因素 均 会 使 速度 常数 变 大 ,参见 图 
3-2。 设 催化 剂 K 能 加 速 此 反应 A+B>AB, 基 其 机 理 为 


Ë 
WIKI a 
2 


如 果 第 一 个 反应 很 快 达到 平衡 Cak = z C x CA 


第 二 个 反应 因 A…B-… T pp 2 aun Siapa 1.2 中 
的 稳 态 处 理 ,可 得 


del = kaCak X Cp= F ELCeCaCA = ku ChCB (3. 1-21) 
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在 催化 剂 存 在 的 情况 下 ,上 式 的 表 观 速度 常数 
kg = ks “C, (3.1-22) 


上 述 所 有 的 速度 常数 都 用 阿 累 尼 乌 斯 公式 表达 , 即 
Ag s = Cke- "L 

风 Ew= E+ Es— E, | (3. 1-23) 
这 说 明 在 催化 剂 的 存在 下 ,反应 途径 { 或 历程 ) 改 变 了 ,无需 较 高 的 洒 
化 能 E, ,只 需 超越 较 小 的 能 峰 即 可 形成 产物 。 

催化 剂 会 对 正道 两 方向 的 速度 发 生 同 样 的 影响 ,所 以 只 能 缩短 
热力 学 可 行 的 反应 达到 平衡 所 需 的 时 间 ,而 不 能 影响 化 学 平衡 ,因此 
也 不 会 改变 反应 系统 的 AG? 。 催 化 剂 的 催化 作用 有 特殊 的 选择 性 ， 
只 要 用 极 少量 就 可 对 特定 类 型 的 有 反应 进行 催化 而 不 作用 于 另外 的 反 
应 。 


3.2 ” 酶 催化 反应 的 动力 学 


在 生物 体内 进行 的 各 种 代谢 反应 ,如 和 蛋 白质、 糖 类 脂肪 等 的 分 
解 和 合成 基本 上 都 是 酶 催化 反应 。 所 有 已 知 的 各 种 酶 本 身 , 也 是 各 
自 均 具有 特异 选择 性 并 极其 有 效 地 催化 新 陈 代 谢 化 学 反应 的 蛋白 
质 。 有 些 酶 仅 当 特殊 的 小 相对 分 子 质量 辅 因子 ( 称 辅 酶 ) 存 在 时 ,并 
与 之 相互 作用 后 方 表现 出 其 催化 活性 。 通 常 将 酶 催化 反应 中 的 反应 
物 称 为 底 物 。 实 验证 明 , 酶 催化 反应 的 速度 与 酶 、. 底 物 \ 温度 .pH 以 
及 其 它 干扰 物质 有 关 。 

3.2.1 酶 催化 反应 的 Michaelis-Menten 方程 

].. Michaelis 和 Menten 在 实验 中 发 现 , 雍 在 固定 的 低 浓 度 下 , 反 
应 速度 随 底 物 浓度 的 增加 而 呈现 双 曲 线 之 增加 , 当 底 物 处 于 高 浓度 
时 ,反应 达到 与 浓度 无 关 的 最 大 速度 (参见 图 3-3), 显示 出 酶 催化 反 
应 的 特征 。 
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图 3-3 ”典型 的 酶 催化 反应 速度 星 线 
从 底 物 法 度 减少 二 和 LSJ( 或 以 表示) Sht ig [sim E =s 


酶 在 固定 的 低 浓度 下 ,将 底 物 浓度 适当 地 增加 会 使 反应 速度 达 
到 最 大 值 ,然而 进一步 增加 底 物 的 浓度 却 不 能 引起 反应 速度 继续 地 
增加 ,说 明 此 时 该 系统 所 有 酶 的 位 点 都 占 满 了 结合 的 底 物 ,这 是 酶 与 
底 物 形成 中 间 复 合 物 的 强 有 力 证 据 。 从 适当 底 物 的 浓度 ,反应 速度 
与 底 物 浓度 [Sj 呈 双 曲 线 关 系 , 可 以 推定 酶 分 子 上 一 个 位 点 所 发 生 
的 反应 与 其 它 位 点 上 的 反应 无 关 , 即 酶 的 各 个 催化 位 点 在 催化 反应 
中 具有 同一 性 。 不 过 , 酶 催化 反应 速度 对 底 物 浓度 的 关系 不 总 是 严 
格 地 遵循 双 曲 线形 式 , 例 如 天 冬 氨 酸 转 毛 甲 酰 酶 。 

根据 酶 和 底 物 可 形成 中 间 复 合 物 而 提出 了 酶 催化 反应 的 历程 。 
酶 (E) 与 底 物 (S) 先 生成 中 间 复 合 物 (ES), 然 后 (ES) 转 变 成 产物 
(P), 并 脱出 酶 (E)。 

S+EZSES E+P 


一 1 
pe 它 控制 着 整个 反应 的 速度 ,而 整个 
的 反应 速度 是 与 酶 - 底 物 复合 物 的 浓度 成 比例 , 即 
ë= aJ Te (32 


式 中 ks 一 一 代表 每 摩尔 酶 在 单位 时 间 内 将 底 物 转变 成 产物 的 量 ， 
座 2 `° 
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Briggs 采用 稳 态 法 处 理 , 假定 [ES] 的 分 解 ,使 生成 [ES] 的 平衡 向 右 
移动 ,补充 了 LES] 的 消耗 ,在 反应 的 一 定时 间 内 ,ES 的 浓度 保持 一 
sz I dLES) =0. 


那么 ES] =k,[S][F]— £ [ES] -£2[ES]=0 


es]= BES) ES) (3.2-2) 


此 式 也 称 米 氏 (Michaelis) 方程 ， 式 中 Kw = LUKE E, 


(3.2.2) 式 可 知 ，Kw 也 等 于 [PSI。 故 米 氏 党 数 相当 于 [E] ， 
[S] 一 >[FS] 络 合 反 应 的 不 稳定 常数 。 它 是 酶 催化 反应 中 代表 酶 - 底 
物 复合 物 复合 强 弱 的 特性 参数 。 各 种 底 物 与 酶 的 复合 物 都 具有 特定 
的 米 氏 常数 。 一 些 酶 的 米 氏 常数 见 表 3-1, 


表 3-1 一 些 酶 的 米 氏 常数 (单位 用 物质 的 量 浓 度 C) 


过 氧化 氢 酶 


户 半 乳 柄 苷 酶 
= s 0 NS 2.1x 10- 
谷 氮 酸 脱 氢 酶 2x10°3 
己 精 激酶 1.5x10-4 
1.5x 10-3 
正 珀 酸 脱 和 皇 酶 5x 10-7 
乳酸 脱毛 本 3.5x10-5 
PKS B 2.5x 102 
a 淀粉 酶 6x 10 4 


WR BS 


将 (3.2-2) 式 代 人 (3.2-1) 式 可 得 


,= 2LElLS] 
Ku 


若 酶 的 原始 总 浓度 为 [E。], 反 应 在 t 时 达 稳 态 后 , 它 的 一 部 分 变 
为 中 间 复 合 物 [ES], 另 一 部 分 仍 处 于 原始 游离 态 [FEj,[ 正 ]=[E。]- 
[ES], 代 人 {3.2-2) 式 而 得 


LESJ= 长 +TS] (3.2-4) 
从 (3.2-1) 式 又 可 得 
k,[E.]1[S] 
pe (3.2-5) 


如 以 v 为 纵 坐 标 ,[1S] 为 横 坐 标 , 按 上 式 作 图 可 得 图 3. 3。 
当 LS] 很 小 时 ,KM+[LS]=Kw, 则 
“= 总 [ELS] (3.2-6) 
反应 对 [S] 来 说 是 一 级 反应 。 这 一 结论 符合 实验 所 得 之 结果 。 
当 [S] 很 大 而 趋 于 无 穷 大 时 ,KM [LS] , 则 
[RE (3.2-7) 
即 反 应 速度 与 酶 的 浓度 成 正比 ， 而 与 S 浓度 无 关 ， 对 [S] 来 说 是 零 
级 反应 ， 公 式 亦 表 示 在 酶 每 一 男 定 的 总 浓度 下 有 一 最 大 的 催化 反应 
速度 v,。 将 (3.27) 式 代入 (3.2-5) 式 ， 即 可 整理 出 各 种 形式 的 
Michaelis-Menten 方程 : 


— va [S] 本 Ym 
v Ku +[S] Ë v=TTK/[S] a 
尚 有 S] 或 KM= [s] [>= - 1) (3.2-8b) 


当 v= 禄 时 ,Kw= [S] ,换言之 ,反应 速度 达到 最 大 速度 的 一 半 时 , 米 
氏 常 数 就 等 于 底 物 的 浓度 。 上 述 方程 重新 整理 后 即 成 为 
A Ku l,l (3.2-8c) 


v volSi Vv, 


以 一 上 对 TS 作 图 可 得 一 直线 ， 从 直线 的 斜率 可 知 这 ,从 直线 的 纵 坐 


标 上 的 截 距 能 得 十 ,两 者 联 立 求解 ,可 以 算出 Ku 和 w。 直 线 在 横 
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坐标 上 的 截 距 是 一 民 -。 
米 氏 党 NE —2 是 由 三 个 反应 速度 常数 决定 的 复杂 


参数 。 当 上 _ | 污 &s 时 , 则 w= 和 1: 江 bx 1, I Ku ==, 假如 
Ë F £. 两 者 是 同一 数量 级 ,Km 仍 由 三 个 反应 速度 常数 决定 。 这 

三 种 现象 均 在 不 同 的 酶 - 底 物 复合 物 的 实验 中 发 现 。 

许多 的 效 催 化 反应 都 遵循 (3.2-S$) 式 ,由 此 推定 的 中 间 复 合 物 是 
存在 的 ,后 以 吸收 光谱 方法 也 证 实 一些 酶 催化 反应 在 反应 过 程 中 确 
有 中 间 复 合 物 形 成 。 

3.2.2 米 氏 方程 的 物理 意义 

综 上 所 还, 米 氏 方程 的 物理 意义 可 简要 地 概括 为 如 下 几 方 面 : 

(一 ) 该 方程 提出 了 酶 反应 动力 学 上 极为 重要 的 米 氏 常数 Ku 
及 其 有 关 的 反应 速度 常数 ,它们 表征 了 特定 的 酶 催化 反应 性 质 .反应 
n 速度 间 的 关系 。 


由 于 K = 1182 SKT Kw 是 天， 和 此 等 这 些 反应 速 


记 常 数 的 函数 ,而 这 些 反应 速度 常数 取 于 栈 信 化 的 反应 性 质 , 反 记 
条 件 。 因 此 ,可 以 认为 Kw 对 于 特定 的 反应 和 特定 的 反应 条 件 是 一 
特征 常数 。 

(一 ) su sktiatiia titit ES iqi atipa 
数 Kz 代 入 , 则 Ku= “+ 2 = K, + 2, B Ku 与 活化 络 合 物 的 络 
合 不 稳定 党 数 有 关 。 络 合 不 稳定 平生 党 数 的 大 小 影响 着 中 问 活 化 维 
合 物 的 稳定 性 ,势必 也 会 直接 影响 Kw。 

4 k ba 时 ,可 将 Ku 视 为 活化 络 合 物 的 Kz ,Kw 越 大 ,活化 
络 合 物 越 不 稳定 而 越 易 解 离 ,表明 酶 与 底 物 的 亲和力 越 小 ;反之 ,Kw 
越 小 , 则 酶 与 底 物 的 亲和力 越 大 。 


若 忆 3 1, Ñ| Ku = u ,表达 了 产物 生成 和 脱离 下 的 速度 常数 
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与 底 物 和 醇 结 合成 络 合 物 的 反应 速度 常数 之 比值 , Km 越 大 ,说 明 比 
值 越 大 ,产物 越 易 被 催化 而 生成 。 


在 大 多 数 情况 下 ,Kw = K. + , 即 酶 的 催化 反应 是 通过 Kw 综 


合 地 表现 出 Ky 2 和 | 的 相互 影响 以 及 制约 之 关系 。 它 们 的 相互 
作用 可 表现 出 诸 种 酶 催化 反应 的 多 种 多 样 之 性 质 。 
(三 ) 3 = və B ,Ku= [S], Ë! Ku 有 浓度 的 因 次 , 它 也 相当 
于 反应 达到 最 大 速度 一 半 时 的 底 物 浓度 ,又 可 视 为 相当 于 反应 系统 
有 一 半 酶 分 子 进 入 催化 反应 状态 所 必须 具有 的 底 物 浓度 。 由 于 Ku 
可 作为 衡量 酶 催化 反应 速度 与 底 物 浓度 之 间 关 系 的 尺度 ,所 以 在 实 
践 中 人 们 党 利用 Ky 来 确定 酶 催化 反应 中 应 该 投入 的 底 物 浓度 。 
从 (3.2-8a) 式 可 知 ,如 果 [Sj 污 Ku, 则 v<*w ,反应 速度 接近 于 最 
大 速度 并 与 底 物 浓度 无 关 , 反 应 系统 呈现 零 级 反应 性 态 ; 然 而 , 当 


[S]<Ku Fl ,v= 2.[S], 反 应 速度 与 底 物 浓度 星 线性 比例 关系 而 


下 由 此 可 以 认为 , 底 物 浓度 决定 着 反应 系统 的 
反应 级 数 。 

(四 ) 若 引 入 一 个 表示 每 个 酶 分 子 在 单位 时 间 内 可 使 底 物 转化 
为 产物 之 最 大 分 子 数 的 动力 学 常数 天 本 能 ,对 于 简单 的 反应 机 制 而 
言 , 它 相 当 于 k, XF T Ez E ZE BU SLO I Pi , Ë wag 3H 24 3 BS iË (E.B BS- 
底 物 活化 络 合 物 连 串 变 化 有 关 环 节 各 反应 速度 常数 的 复合 函数 。 于 
是 和 KM 一样 ,对 于 特定 的 酶 催化 反应 和 特定 的 反应 条 件 而 言 ,上 本 俱 
“ 表 观 "特征 常数 表示 酶 催化 的 能 力 , 并 利用 v,,—= kwa [E,J( ED pasa 
或 ww) 表示 在 某 种 酶 浓度 条 件 于 酶 反应 可 能 达到 的 最 大 速度 。 与 
K, 一 样 , 米 氏 方程 就 是 以 类 酶 入 或 va 部 分 地 描述 酶 催化 反应 性 质 和 
反应 条 件 对 酶 催化 反应 速度 的 影响 。 

(五 ) 对 于 不 同 的 酶 和 不 同 的 酶 催化 反应 而 言 ,Ku 的 大 小 可 以 大 
不 相同 ,甚至 其 相差 可 能 达 几 个 数量 级 ,通常 均 在 10 一 一 10 mol /L, 
专 估 的 差别 也 相当 大 ,一 般 的 变动 范围 为 10' ~ 104/s。 关 于 Ku 大 
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小 的 差异 可 参见 表 3-1, 它 显 示 出 酶 催化 反应 机 制 的 复杂 性 。 

3.2,3 酶 俊 化 反应 的 一 些 基本 规律 

酶 是 已 知 的 最 复杂 的 催化 剂 ,按照 键 的 重 排 , 上 断裂 和 建立 都 是 电 
子 转移 反应 所 引起 的 观点 来 归纳 , 酶 的 活性 基 团 或 者 具有 亲 电 子 性 ， 
邯 它 以 缺 电子 基 团 攻击 多 电子 基 团 ;或 者 具有 末 核 性 , 它 以 多 电子 基 
团 攻 击 缺 电子 基 团 ,这 均 能 促使 电子 迁移 而 引起 底 物 法 在 的 反应 中 
心 在 反应 中 具有 更 大 的 反应 活性 ,也 就 是 加 强 了 底 物 反应 中 心 亲 电 
子 或 亲 核 的 趋势 。 

3-4 是 以 酯 的 酸 或 碱 催化 水 解 为 例 。 由 于 氧 原子 的 负电 性 比 
碳 原子 的 强 , 酯 分 子 中 揪 基 ( C= 0) 上 的 氧 带 部 分 负电 荷 57 ,而 碳 
上 带 部 分 正 电荷 57 ,在 酸 催 化 中 , 酸 的 亲 电 子 性 基 团 (或 质子 ) 攻 击 
而 吸引 在 氧 上 ,导致 形成 一 种 碳 夯 子 上 电荷 更 正 的 中 间 物 , Bs pk SE BË 


酸 攻 击 部 位 酯 活化 部 位 水 解 部 位 


Š B+ 5 Š H—A 
OH-A OH A 
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图 3-4 B&(a)#V08k(b)E(k SS K SER) EI Ag 
键 劳 箭头 代表 电子 迁移 方向 ; 单 笠 头 为 攻击 部 世 ; 双 衔 头 为 活化 部 位 。 
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吸引 另 - 一 反应 物 水 的 亲 核 基 团 而 加 速 其 水 解 。 在 碱 催化 酉 的 水 解 
中 , 带 正 电荷 的 碳 原 子 直接 受到 碱 基 多 电子 基 团 (或 通过 多 电子 的 握 
氧 基 上 氧 ) 的 攻击 形成 中 间 物 而 活化 酯 的 水 解 基 园 ,导致 水 解 反 应 加 
速 。 . 

例如 蛋白 质 的 一 NHi 或 一 COOH 基 是 亲 电 子 基 团 ,在 酶 中 存在 
的 Mg:' Mn 和 Fe 等 金属 离子 也 是 亲 电 子 的 。 蛋 白质 的 氨基 酸 
侧 链 中 含有 一 些 亲 核 基 团 ,特别 如 丝氨酸 和 酯 氨 酸 的 羟基 . 半 胱 氨 酸 
的 琉 基 、 组 氨 酸 的 咪唑 基 .天 冬 氨 酸 和 谷 氨 酸 的 羧基 。 亲 电子 性 催化 
作用 中 催化 剂 对 底 物 吸引 电子 迁移 , 亲 核 性 催化 作用 是 催化 剂 供电 
子 导致 底 物 内 电子 迁移 。 酶 催化 反应 大 致 可 分 为 两 类 :一 类 仅 涉 及 
电子 的 转移 , 另 一 类 涉及 质子 和 电子 两 者 或 其 它 基 团 的 转移 。 酶 的 
催化 往往 需要 辅酶 或 金属 与 酶 一 起 发 挥 协 同 作 用 。 酶 的 复杂 折 梧 构 
造形 成 活性 构象 ,使 活性 中 心 存在 1 个 以 上 的 催化 集团 ,所 以 能 协同 
众 化 。 人 催化 集团 存在 有 1 个 以 上 与 底 物 结合 的 位 点 ,使 底 物 按 一 定 
的 方位 结合 在 活性 中 心 。 

3- 磷 酸 甘 油 醛 脱氧 酶 相对 分 子 质量 14 万 ,由 四 个 相同 亚 基 ( 每 
条 多 肽 链 称 一 个 亚 基 ) 组 成 ,每 个 亚 基 结 合 一 分 子 烟 酰胺 腺 味 叭 二 核 
苷 酸 (NAD+ ) 能 参与 催化 作用 。 亚 基 第 149 位 的 半 胱 氨 酸 残 基 ( 组 
成 多 肽 链 的 每 个 不 完整 分 子 之 氨基 酸 单位 称 残 基 ) 的 欧 基 (一 SH) 是 
活性 基 团 ,能 特异 地 选择 与 3- 磷 酸 甘 油 醋 结合。 能 接受 反应 中 脱 下 
氢 的 NAD! 分 子 吡啶 环 与 活性 一 SH 基 很 近 , 共 同 组 成 催化 活性 中 
心 ,其 催化 作用 机 理 见 图 3-5。 

酶 重 白 质 可 分 为 简单 蛋白 质 和 结合 蛋白 质 两 大 类 。 脲 (水 解 》 
酶 . 胃 和 蛋白 ( 水 解 ) 酶 和 核糖 核酸 (水 解 ) 酶 等 一 般 的 水 解 酶 都 属于 简 
单 的 蛋白 重 , 它 们 只 由 各 种 氨基 酸 组 成 而 不 含 其 它 的 成 分 。 转 氨 酶 、 
碳酸 醋 酶 .乳酸 脱 氢 酸 及 其 它 氧化 还 原 酶 等 均 属 于 结合 蛋白 质 , 它 是 
由 酶 蛋白 质 与 对 热 稳定 的 非 蛋白 质 小 分 子 ( 所 谓 辅 因子 或 辅酶 ) 小 分 
子 结合 而 成 的 完整 全 酶 分 子 , 即 全 酶 = 酶 蛋白 + 辅 因子 。 酶 蛋白 与 
辅 因子 单独 分 离 后 均 无 催化 活性 。 只 有 全 酶 的 协同 效应 方 具 有 催化 
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图 3-5 磷酸 甘油 醛 脱氧 酶 催化 机 理 


活性 。 酶 的 辅 因子 可 以 是 金属 离子 ,也 可 以 是 小 分 子 的 有 机 化 合 物 ， 
或 两 者 一 起 促进 酶 蛋白 活性 。 通 常 一 种 酶 重 白 必须 与 特定 的 辅酶 绪 
合 才能 成 为 有 催化 活性 的 全 酶 ,否则 就 不 呈现 活性 。 一 种 辅酶 却 可 
与 多 种 不 同 的 酶 蛋白 结合 而 组 成 不 同 专 一 性 的 全 酶 。 例 如 尼克 (或 
烟 ) 酰 胺 腺 嗓 叭 二 核 昔 酸 (NAD" ) 与 不 同 的 酶 蛋白 组 成 乳酸 脱 氢 酶 、 
苹果 酸 脱 氢 酶 或 3- 磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 。 由 此 可 见 , 酶 的 选择 性 催化 
主体 是 酶 重 晶 。 


3.3 脂 类 代谢 过 程 的 酶 催化 


脂 类 物质 是 生物 体内 在 化 学 组 成 和 化 学 结构 上 差异 相当 大 的 一 
类 有 机 化 合 物 。 但 是 它们 有 一 共同 的 物理 性 质 ,就 是 脂 深 性 , 即 难 溶 
于 水 ,可 溶 于 非 极 性 有 机 溶剂 (如 氯仿 、 乙 醚 丙酮 等 ) 中 。 生 物体 所 
含 的 脂 类 基本 上 分 为 脂肪 { 中 性 脂肪 ) 和 类 脂 两 类 ,后 者 包括 磷脂 , 粮 
脂 ,. 固 醇 等 。 这 些 脂 类 在 生物 体内 呈现 多 种 生物 功能 ,尤其 是 作为 生 
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物 膜 结构 的 重要 组 成 。 
乳 肪 的 生物 功能 主要 是 在 体内 氧化 而 释放 能 量 ,不 断 地 供给 机 
体 使 用 。 一 克 脂 肪 氧化 所 释放 的 能 量 约 38 千 焦 。 
此 外 ,还 作为 生物 体 对 外 界 环境 的 屏障 ,可 以 防止 机 体 热量 的 散 
失 , 又 是 许多 组 织 和 器 官 的 保护 层 。 脂 肪 尚 能 帮助 食物 中 维生素 
(A.D\E 和 KK) 的 吸收 。 
某 些 不 皂 化 脂 类 如 类 锣 醇 和 桩 类 是 具有 维生素 .激素 等 生物 功 
能 的 脂 溶 性 物质 。 
3.3.1 脂肪 的 分 解 代 谢 
(一 ) 脂肪 水 解 
绰 肪 水 解 酶 可 催化 脂肪 逐步 水 解 产生 脂肪 酸 和 并 铀 , 邯 
RICOOH( 脂肪酸) 
HOCH;CH(OOCR;) CH;OOCR, 
RsCOOH( 脂 肪 酸 》 
一 HOCH,CH(OOCR; CH; OH 
Rə,COOH(BR Nh BZ) 
一 HOCH,CH(OH)CH;OH 
甘油 


然后 甘油 和 脂肪 酸 在 组 织 细胞 内 继续 逐步 地 通过 各 类 酶 及 多 种 途径 
被 氧化 生成 CD: 和 HzO。 所 放出 的 化 学 能 按 步 消耗 于 各 机 能 的 生 
理 活动 。 

(二 ) 甘油 和 脂肪 酸 的 氧化 

甘油 磷酸 激酶 在 ATP 的 协同 作用 下 , 先 将 甘油 转变 成 o- BR RR H 
油 , 即 


HOCH;,CH(OH)CH,OH+ATP 


脂肪 酶 
+ H:O 


Ri1COOCH; CHCOOCR; )CH,OOCR, 
甘油 三 酶 


HY nt k Nš 
m 8 B: 


在 磷酸 甘油 脱 氨 酶 与 辅酶 I 的 作用 下 o - 88 H YH3F PR19288 — ye pi 
病 , 抽 经 磷酸 夫 糖 异 构 酶 和 3- 磷酸 甘油 醛 脱 握 酶 的 相继 作用 即 转 为 
再 盖 酸 ,继而 在 需 酸 循环 中 的 各 酶 催化 下 逐步 代谢 。 
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HOCEH;CH(OH)CH,OP(OH)(— O)OH+ ADP 


在 五 种 醇和 辅 因 子 的 作用 下 脂肪 酸 通过 五 步 反 应 为 一 轮 , 每 轮 
都 生成 一 个 乙酰 辅酶 A 和 逐 轮 减少 两 个 碳 原 子 的 脂 酰 辅酶 A。 此 
酶 系 的 催化 反应 过 程 被 称 为 及 氧化 作用 。 

(1) 在 硫 激 酶 催化 下 ,脂肪酸 先 与 ATP 形成 脂 酰 -磷酸 腺 苷 ,再 
由 脂 栈 -磷酸 腺 匠 与 辅酶 A 化 合 ,生成 了 脂 栈 辅酶 A, 于 是 脂肪 酸 就 
被 激活 , 即 

RCELCELCH;COOH + ATP 一 RCHCHCECO- AMP + PPi( 焦 磷酸 》 

RCHCHCHCOO- AMP+ HSCA 一 一 RCHICHCHCOSC A + AMP 

(2) 脂 了 酰 辅酶 A 跑 氢 酶 的 催化 反应 是 在 以 黄 素 腺 野 叭 二 核 昔 酸 
(FAD) 作 和 氨 载 体 情 况 下 进行 的 , 脂 栈 辅 酶 A 脱 去 了 两 个 H 而 变 成 带 
反 式 双 键 的 a ,8 烯 脂 酰 辅 酶 A, 即 

RCH;CH,CH;COSC,A + FAD===RCH,CH = CHCOSC,A + FADH; 

(3) 水 化 酶 催化 ,8 烯 脂 酰 辅酶 A 转变 为 B. ye B BEBAS A: 

RCHCH= CHCOSC,A + H,O=—RCH,CH(OH)CH,COSC,A 

(4) 呈送 脂 酰 辅酶 A 脱 氢 酶 与 辅酶 NAD 1 的 协同 作用 ,促使 8 

羟 脂 酰 辅 酶 A 脱 去 两 个 H 而 变 成 8 酮 脂 酰 辅酶 A: 
RCH,CH(OH)CH;,COSC,A + NAD* ==RCH,COCH,COSCə,A + NADH+ H* 

(5) 硫 酯 解 酶 与 另 一 辅酶 A 协同 促使 8 酮 鹏 酰 辅酶 A 分 解 , 生 
成 了 一 分 子 乙酰 辅酶 A 和 一 分 子 矶 链 上 少 两 个 矶 原子 的 脂 栈 辅酶 
A: 

RCH;C(— O)CH,COSC,A + HSC,A ==RCH,COSC,A + CH;COSC,A 

#. LS Tr PRB8 EB BU 368 fE Hd F ,可 以 一 轮 接 一 轮 地 进行 分 
解 反 应 ,每 轮 脂 酰 辅 酶 A 的 碳 链 都 要 少 两 个 砚 原 子 而 使 R 基 链 长 逐 
步 变 短 。 这 样 的 反应 重复 地 进行 ,终于 使 一 分 子 脂肪 酸 变 成 了 许多 
的 乙酰 辅酶 A 而 参加 其 它 的 酶 促 代谢 反应 。 

激活 的 长 链 脂 酰 辅酶 A 由 肉 毒 碱 载体 生成 了 脂 酰 肉 毒 碱 方 能 
输送 而 进入 线粒体 内 膜 ,并 在 脂 酰 辅酶 A 肉 毒 碱 转 脂 酰基 酶 梭 化 再 
生成 脂 酰 辅酶 A 和 游离 的 肉 毒 碱 。 仅 再 生 的 腊 酰 辅酶 A 才 被 分 布 
于 线粒体 内 膜 和 基质 中 的 五 种 酶 逐步 催化 而 进行 8 氧化 。 
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对 于 软 脂肪 酸 分 子 完全 氧化 成 乙酰 辅酶 A ,必须 经 过 7 了 7 轮 及 氧 
化 ,生成 7 个 FADH .7 个 还 原型 NADH 和 8 个 乙酰 辅酶 A。7 摩尔 
FADH, 在 生物 氧化 过 程 中 可 生成 7x2= 14 摩尔 ATP,7 摩尔 
NADH, 通 过 呼吸 链 氧化 可 生成 7x3=21 摩尔 ATP。8 摩尔 乙酰 辅 
酶 A 参加 着 酸 循环 彻底 氧化 能 生成 8x12=96 摩尔 ATP。 不 过 ,每 
摩尔 软 脂 酸 甘 油 酯 在 生成 激活 的 软 脂 酰 辅酶 A 过 程 中 会 消耗 2 摩 
尔 ATP。 因 此 ,1 摩尔 软 脂 酸 (2356 克 ) 通 过 生物 机 体 代 谢 ,完全 氧化 
成 CO, 和 H;O 时 ,从 理论 上 可 净 合 成 129 摩尔 ATP。 量 热 计 测定 1 
摩尔 软 脂 酸 完 全 燃烧 成 CO, 和 H,O 可 放 热 9790. 56 千 焦 。 由 此 可 
见 , 软 脂 酸 氧化 所 产生 的 能 量 约 有 (30.5Sx 129 +-9790.56) x 100% = 
40% 以 磅 酸 键 形式 贮存 起 来 。 

3.3.2 ”脂肪 的 合成 代谢 酶 系 

(一 ) 脂肪 酸 的 生物 合成 

动物 和 微生物 的 脂肪 酸 合成 酶 系 ,以 多 酶 复合 体系 形式 存在 于 
细胞 质 中 ,细胞 质 处 是 脂肪 酸 合成 的 主要 场所 。 植 物 则 在 细胞 质 、 线 
粒 体 或 叶绿体 中 合成 脂肪 酸 。 

在 乙酰 辅酶 A 羧 化 酶 以 及 多 种 羧 化 酶 的 辅酶 生物 取 

HNCEE 0) NH 


| 
( SCH2CH CHCH(CH;),COOH) .ATP.Mn2* s Mg? 的 协 


同 催化 下 ,乙酰 辅酶 A 可 与 CO, 合成 两 二 酰 辅酶 A, 即 
乙酰 C.A (CEI 


CH; COSC A + CO, Ap a t| TCOSCA 


并 在 转 酰 酶 作用 下 ,将 两 二 酰基 和 乙酰 基 都 从 辅酶 A 转移 到 酰基 截 
体 蛋 白质 (ACP, 大 肠 杆 菌 的 ACP 是 由 77 个 氨基 酸 构 成 的 蛋白 质 ) 
上 ,号 输 送 至 线粒体 外 细胞 质 处 ,然后 Ca RW E: É) pi —Nk3E Hj C, 片段 


的 乙酰 基 缩 合 脱羧 生成 乙酰 乙酰 基 (Cxs 片段 )。 


加 ,| < 
HOOCCH,COSACP + CH00 — SACP -8 下山 阮 ACP G RNS, 


CHaACOCHBCO— SACP + CO; 
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又 在 以 NAD 磷酸 还 原型 (NADPH) 为 辅酶 的 8- 酮 脂 醚 ACP 还 原 酶 


作用 下 ,将 乙酰 乙酰 基 -ACP 还 原 成 有 - 产 丁 酰 ACP, 


- ACP ËA. 
CH;COCH; (CO —- SACP + NADPH + [H+ -上 图 脂 酌 ACP 还 原 酶 


CH3CHCOH) CH COSACP + NADP+ 
随后 在 8- 羟 脂 栈 ACP 脱水 酶 作用 下 脱水 生成 8- 烯 丁 醚 -ACP。 


CH CHO) CH OOSNOP 全 AN 


(CH.CH 一 一 CHFCOSACP+ HO 
继而 在 8- 烯 脂 酰 ACP 还 原 栈 和 NADPH 协同 作用 下 将 8-B6 V B* 
ACP 变 成 丁 酰 ACP. 
CH;CH 一 CHCOSACP + NADPH + H + —P MEBSËR ACP £ Es 
CH.,CH,CH,COSACP + NADP * 

以 上 几 个 步骤 组 成 了 第 一 轮 的 脂肪 酸 合成 ,产物 是 丁 酰 ACP, 比 原 
来 的 乙酰 基 增 加 了 两 个 碳 原 子 , 按 此 过 程 一 轮 一 轮 地 增长 ,可 得 到 软 
脂 酸 。 

线粒体 处 生成 的 乙酰 辅酶 A 与 草 酰 乙酸 生成 森 柑 酸 后 被 输送 
到 线粒体 外 ,于 是 在 细胞 质 的 柠檬 酸 裂解 酶 催化 下 再 转变 为 乙酰 辐 
B A。 

Fri 88 + ATP + HSC,A 一 乙酰 辅酶 A + ADP+ P, + 草 酰 乙酸 

其 次 ,在 线粒体 中 可 进行 与 脂肪 酸 8- 氧 化 相似 步 又 的 道 向 过 
程 , 使 一 些 Ci 脂肪 酸 碳 链 逐 轮 增长 至 Cxk。 在 此 过 程 中 首先 由 缩合 
酶 催化 脂 酸 辅酶 A 与 乙酰 辅酶 A 缩合 形成 - 酮 脂 酰 辅酶 A, 再 经 还 
原型 辅酶 1 (NADH) 和 还 原型 辅酶 [ (NADPH) 供 氧 还 原 成 比 原来 
多 2 个 碳 原 子 的 脂 醚 辅酶 A。 如 果 在 线粒体 中 和 用 丙 二 栈 辅酶 A 加 
长 碳 链 ,在 还 原 过 程 中 由 NADPH 供 揽 , 即 勿 需 脂 本 载体 蛋白 。 

《二 ) 脂肪 的 合成 

经 特异 的 甘油 激酶 作用 甘油 与 ATP 反应 可 得 “磷酸 甘油 酯 : 

HOCH;,CH(OH)CH;,OH + ATP EL iL. HOCH,CH(OH)CH,OQ@ + ADP 
a- 磷 酸 甘 油 酯 也 可 在 辅酶 I 参与 下 由 磷酸 二 羟 商 酮 还 原 产 生 , 即 
+， 97 ° 


HOCH,COCH;OQ@ + NADH + Ht —HOCH,;CH(OH)CH;OQ + NAD 
旨 肪 酸 硫 激 酶 可 催化 脂肪 酸 与 辅酶 A 而 生成 脂 酰 辅酶 A. ZE 
后 , 脂 酰 辅酶 A 和 a- 磷酸 甘油 酯 再 由 磷酸 甘油 转 酰 酶 进行 酶 促 缩合 
而 生成 磷脂 酸 : 


RCOOH+ HSC,A _ 辜 柄 甘油 转 酝 栈 


COSCoA 
磷酸 甘油 转 酰 酶 


HOCH;,CH(OH)CH;OQ + 2ROOSC,A 
RCOOCHzCH(OOCR)CHbOB( 磷 脂 酸 )+2HSC。A 
磷酸 甘油 转 酰 酶 仅 作 用 于 a- 磷 酸 甘 油 醋 ,并 对 Ce 和 Cg 的 脂 酰 辅酶 
A 与 其 反应 的 催化 作用 最 强 ,所 以 动物 体内 由 软 脂 酸 及 硬 脂 酸 所 组 
成 的 脂肪 分 子 较 多 。 
座 脂 酸 镑 酸 酶 作用 于 磁 脂 酸 可 生成 甘油 二 酯 及 融 酸 (P,) , 即 


RCOOCH2CHCOOCR)CH2OB 县 王 本 本 四 本 ROOOCHICH(OOCRJCH2OH +P, 


由 甘油 二 酯 转 酰 酶 促进 甘油 二 脂 与 另 一 分 子 的 脂 酰 辅酶 A 缩 
合 而 生成 甘油 三 酯 : 


RCOOCH;CH(GCOCR)CH,OH + ROOSC,A 
RCOOCH;,CH(OOCR)CH,OOCR + HSCA 
3.3.3 类 脂 物 磷脂 的 代谢 
构成 生物 膜 的 主要 成 分 磷脂 是 磷脂 酸 的 衍生 物 [RICOOCEH2CH 
(OOCR;)CH;OPC= 0)(OH) (Ox)]。 其 中 的 Ri Ra2 为 C, — C, 2 Rë 
的 烃基 ( 道 常 是 油 酸 或 软 脂 酸 ) ;一 Ox JE: Z, Ë# Rk (—OCH,CH,NH, ) 
或 胆 碱 [一 DCH2CHN-(CHs)3] 之 类 取代 物 。 现 已 发 现 生 物体 内 存 
在 着 各 种 磷脂 (水 解 ) 酶 ,主要 的 有 磷脂 酶 A, 和 A. 磷脂 酶 Bi 种 B. 
磷脂 酶 C 和 磷脂 酶 D 等 ,它们 各 自 具 有 对 克 脂 分 子 的 不 同 部 位 进行 
水 解 的 选择 性 。 以 + 表示 水 解 部 位 如 下 : 
Al(Bi) A2z(Ez》 
R ICOOCH;,CH(OOCR;)CH,OPC=- O)(OH )Ox 


水 解 所 生成 的 各 种 组 分 又 经 历 各 种 酶 促 途径 而 进行 分 解 代谢 或 在 代 
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谢 中 起 参与 作用 。 例 如 甘油 转 为 糖 代谢 ,脂肪 酸 经 如 氧化 而 分 解 
等 。 
同位 素 P“ 作 动物 实验 ,证 明 哺 乳 动 物 的 所 有 组 织 均 可 以 不 同 速 
度 合 成 磷脂 。 磁 脂 酰 乙醇 胺 和 磷脂 酰 胆 碱 的 合成 途径 如 下 : 
在 殉 酸 激酶 的 作用 下 ,由 水 解 酶 催化 所 得 的 醇 胺 或 蛆 碱 与 ATP 
J hu: tE pk. FQ Z, Bz ek BS 82 IH8&Q , 
HOCEHCHNE2 + ATP ===H,NCH,CH;O@ + ADP 
HOCH;CH;N* (CH3)3 + ATP=—— (CH3 3N* CH, CH O®B + ADP 
在 转 胞 苔 酶 作用 下 ,磷酸 乙醇 胺 或 磷酸 胆 碱 又 和 胞 背 三 磷酸 
《CTP) 友 应 ,生成 中 间 产 物 胞 二 磷 乙 醇 胺 或 胞 二 磷 胆 碱 。 然 后 再 与 
甘油 二 酯 作用 生成 磅 脂 酰 乙醇 胺 或 磷脂 酰 胆 碱 。 继 而 再 与 甘油 二 酯 
作用 生成 磷脂 酰 乙醇 胺 或 太 脂 酰 胆 碱 。 
HW,NCH;CH;,OQ@ + CTP ==CDP- 乙醇 腕 + PP. 
R ICOOCH;CH(OOCR; )CH;,OH + CDP - 乙醇 及 一 一 
R ICOOCH,CH(OOCR;)CH;O-P(OH)( = O)OCH,CH,NH,; + CMP 
(CH,)sN* CH,CH;,OQ, + CTP ==CDP - 朋 碱 + PP, 
R COOCH;,CH(OOCR; )CH;OH + CDP - JH#&—= 
RICOOCH2:CH(OOCR; )CH,O:P(— O)X(OH)OCH;CHsN* (CH;)s + CMP 
植物 及 微生物 体内 的 磷脂 合成 途径 与 此 略 有 不 同 。 
男 一 类 脂 物 胆固醇 脂 的 代谢 ,可 在 胆 辆 醇 酯 酶 催化 下 水 解 而 生 
成 胆固醇 和 脂肪 酸 。 胆 固 醇 又 能 转化 为 节 酮 .肾上腺 皮质 激素 . 维 生 
3 Ds 或 胆 酸 等 等 。 此 外 ,机 体 的 各 种 组 织 都 能 以 不 同 速 度 合 成 胆 固 
BE. 


3.4 蛋白 质 的 酶 促 降解 与 氨基 酸 代 谢 


在 生物 体 的 新 陈 代 谢 中 ,蛋白质 不 断 协 调 地 进行 分 解 代谢 和 合 

成 代谢 ,这 具有 十 分 重要 的 生理 意义 。 蛋 白质 在 生物 体内 由 和 蛋白 水 

解 酶 参与 下 ,加 水 分 解 成 氨基 酸 后 才 继 续 进 行 分 解 代谢 ,或 者 提供 合 
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成 自身 所 需 的 蛋白 质 。 

3,4.1 蛋白 质 的 酶 促 降 解 

蛋白 水 解 酶 催化 蛋白 质 的 肽 键 , 从 而 使 其 加 速 断 到 ,最 后 生成 氨 
基 酸 。 于 是 它 可 分 为 钛 链 内 切 酶 . 睐 链 外 切 酶 各 二 炭 酶 三 类 。 肽 链 
内 切 酶 能 水 解 切 断 肘 链 内 部 的 肤 刍 ,如 胃 和 蛋白 酶 、 胰 和 蛋白酶 和 胰 凝 乳 
和 蛋白酶。 上 肘 链 外 切 酶 仅 水 解 肽 链 两 端 氮 基 酸 所 形成 的 歼 键 ,如 送 及 
酶 , 氨 状 酶 。 二 上 肘 酶 只 水 解 二 脉 。 和 看 白质 在 动物 消化 道中 ,要 通过 一 
系列 酶 的 联合 作用 方 被 水 解 成 为 各 种 不 同 的 氨基 酸 。 

各 种 和 蛋白 水 解 酶 对 不 同 氨基 酸 所 形成 的 肽 键 尚 具有 选择 性 催化 
作用 。 例 如 胃 和 蛋白酶 可 催促 迅速 水 解 芳香 族 氨 基 酸 (如 苯 丙 氨 酸 栈 
氨 酸 等 ) 的 氨基 和 其 它 氨 基 酸 形成 的 肽 键 ,也 能 比较 缓慢 地 使 其 它 一 
些 氨基 酸 ( 如 亮 贫 酸 和 酸性 氨基 酸 ) 参 与 形成 的 肽 键 水 解 。 胰 重 蝗 酶 
可 水 解 碱 性 氨基 酸 ( 如 赖 氨 酸 或 精 氨 酸 ) 的 羧基 所 形成 的 肽 键 。 肽 键 
内 切 酶 水 解 蛋 白质 会 产生 小 肘 。 

胰 和 蛋白酶 和 胰 凝 乳 蛋 白 酶 在 245 个 氨基 酸 位 置 上 均 有 His 57. 
Asp 102 和 Ser 195 是 与 催化 机 制 有 关 的 主要 基 团 。 它 们 在 分 子 链 
于 三 维 空间 内 折 伙 中 ,通过 链 的 回转 ,3 个 (57、102 和 195) 有 催化 作 
用 的 侧 链 在 分 子 表 面 的 止 陷 处 被 带 到 一 起 ,组 成 酶 的 话 性 部 位 ,在 消 
化 作用 中 被 水 解 之 底 物 有 关 欲 切断 的 NH-CO 键 前 方 侧 链 基 团 会 结 
合 在 此 凹陷 处 ( 称 袋 穴 } 就 位 而 活化 。 组 氨 酸 的 氮 把 丝氨酸 的 质子 拉 
向 自己 ,并 转 给 邯 将 被 水 解 的 底 物 肽 键 氨 原 子 上 的 孤 对 电子 。 天 冬 
氨 酸 的 重要 性 在 于 , 它 的 基 团 通过 与 咪唑 环 上 的 另 一 质子 形成 静电 
键 ,而 有 助 于 组 氨 酸 对 丝 先 酸 上 那个 质子 的 吸引 。 在 底 物 多 肽 的 N 
上 接受 组 氨 酸 转 来 的 质子 时 ,N 一 C 键 被 削弱 至 最 后 断裂 。 半 条 多 
肤 链 以 游离 胺 RNH, 形式 离 去 ,另外 半 条 链 在 酶 上 受 水 分 子 攻击 酰 
基 的 火 基 碳 原 子 形成 一 COOH 而 脱出 , 酶 的 活性 部 位 复原 。 

应 用 模型 酯 化 物 为 底 物 作 实 验 ,其 速度 与 水 解 路 键 相当 , 测 得 的 
催化 速度 常数 从 (参见 3.2-7 式 ka = wy[E。], 式 中 的 [FE。] 为 活性 
部 位 的 摩尔 浓度 ) 列 于 表 3-2。 
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表 3-2 胰 凝 乳 蛋 白 隋 水 解 各 种 酯 的 速度 


en. 一 


乙酸 葵 丙 氨 酸 甲 酯 
型 
D 型 

甲 酰 莱 丙 氨 酸 甲 酯 
L 型 


D 型 0.0034 


F 3k p S Rü FF BB 
L 型 


局 型 0.011 


3. 甲 氧 甲 酰 .3,4_ 一 复 异 哗 诺 栈 
L =š 
了 型 


摘自 Cicoffrey Zubay,Biochemistty ,1984 


胰 凝 着 重 日 酶 对 于 乙酰 葵 丙 氨 酸 甲 酯 的 水 解 可 写成 
A ki 
arsa Ks= 下 


ES 一 和 Pp, + EP。(〈 肝 是 乙酰 化 为 限 速 步骤 ) 


EP, E+ P。 《 酯 是 脱 酸 基 为 限 速 步 又 ) 
式 中 《ES 一 一 代表 酶 - 底 物 复合 物 ; 
K, 一 一 代表 酶 - 底 物 复合 物 的 解 离 常数 
S 一 一 代表 乙酰 兰 丙 氢 酸 甲 酯 的 浓度 ; 


(3.4-1) 


(3.4-2) 
(3.4-3) 
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P， 一 一 代表 甲醇 ; 
P. —A Gs 2; 栈 葵 再 氨 酸 。 
可 以 导 得 稳 态 动力 学 速度 常数 为 


和 二 Vm _ k2k3 
Á & IE] 大 2 十 大 5 


表 观 米 氏 常数 天 Mt 静观 ) =K.[ ==) (3.4-5) 
在 酯 水 解 中 乙酰 化 的 速度 常数 k, 远大 于 脱 酰基 速度 常数 bs, 


(3.4-4) 


则 
bag = ka (3.4-6) 
kuM(gm) = Ks(k3/k2) (O 49) 
在 酰胺 或 及 水 解 时 ,乙酰 化 > 比 脱 酰 化 k. 小 得 多 ,于 是 
Ë= b (3.4-8) 
玉 M( 表 观 ) — K, (3.4-9) 
从 以 上 公式 可 见 , 酯 水 解 的 Km 到 观 ) 实 际 上 比 可 递 解 离 常 数 K, 小 得 
多 ,这 是 由 于 ES 有 部 分 以 共 价 键 结 合 。 栈 胶水 解 时 ,ES 大 部 分 是 
以 可 道 方式 结合 的 ,因而 KM( 表 观 ) 基 本 上 等 于 K,o 
肽 链 外 切 酶 的 羧 肽 酶 和 氨 肽 酶 可 分 别 作 用 于 和 蛋白 质 多 肽 链 的 游 
离 羧 基 端 和 游离 氨基 端 ,逐一 地 将 肽 链 水 解 成 氨基 酸 。 所 以 和 蛋白质 
经 肽 链 外 切 酶 作用 能 产生 许多 氨基 酸 ,最 后 还 剩 下 二 肽 。 
二 肽 酶 专 一 水 解 二 肽 而 产生 扼 基 酸 。 
动物 各 器 官 组 织 .植物 体 、 甚 至 微生物 均 含 有 各 类 有 鼻 扬 酶 ,在 一 
定 条 件 下 催化 蛋白 策 水 解 成 氨基 酸 。 
3.4.2 氮 基 酸 的 分 解 代 谢 
关 然 氨基 酸 分 子 都 含有 氨基 和 羧基 , 琴 此 各 种 氨基 酸 的 有 共 
同 的 代谢 途径 ,大 概 有 脱 氨基 和 脱羧 基 两 方面 的 酶 催化 作用 。 
(一 ) 脱 氮 基 作用 
1. 氧化 脱毛 基 
催化 氨基 酸 氧化 脱 氨 基 作 用 的 酶 有 L- 氨 基 酸 氧化 酶 DD- 氨 基 酸 
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氧化 酶 和 于 - 谷 氨 酸 脱毛 酶 等 。 反 应 分 二 步 进行 ; 
RCH(NHJJCOOH 一 本 > Rc( 一 NH)COOH — O 
I -2H ¿ wasa 

L- 氨 基 酸 氧化 酶 俊 化 L- 氨 基 酸 氧化 脱 氨 ;D- 氨 基 酸 氧化 酶 催化 D S 
基 酸 氧化 脱 氨 。 它 们 皆 是 以 FAD 为 辅 因子 的 黄 素 和 蛋白 ,它们 俊 化 氨 
基 酸 腊 下 的 氧 由 FAD 带 交 到 氧 分 子 上 而 形成 过 氧化 氨 , 再 由 过 氧化 
氢 酶 分 解 为 水 和 毛 。 但 两 者 在 体内 或 因 酶 分 布 不 普遍 ,在 生理 条 件 
下 活性 低 或 体内 D- 氢 基 酸 的 含量 不 高 ,因而 不 起 重要 作用 。 

L- 谷 氮 酸 脱 氢 酶 以 NAD+ 或 NADP -为 辅酶 ,能 以 较 强 的 活性 
催化 二 谷 氨 酸 氧化 脱 氨 基 , 生 成 2- 柄 成 二 酸 及 氨 。 此 酶 还 可 送 向 催 
化 合成 王 谷 氨 酸 。 

2. 转 氨 基 作用 

+ 34 B$ U 895 85 ikuy RE sk DE A0 I£ Rk U SR 88 , PY i E 4k, a- 氨基 酸 
的 氨基 转移 到 - SIN E. WAN E RR ABI BJ — yf. a- WSIB0 35 —y 
子 x- 氨 基 酸 。 

转 毛 酶 的 种 类 颇 多 ,分 布 也 广 , 它 作用 在 生物 体内 极为 普遍 , 除 
了 赖 迄 酸 、 苏 氨 酸 之 外 ,其 余 的 性 氨基 酸 都 可 参加 转 氨 基 反应 ,不 过 
各 自 均 有 其 专 一 的 转氨酶。 例如 谷 丙 转氨酶 能 俊 化 谷 氨 酸 与 丙酮 酸 
之 间 的 转 氨 芭 作用 ; 谷 草 转 氨 酶 可 众 化 谷 氨 酸 与 草 栈 乙酸 之 间 的 转 
氨基 作用 。 

£ = B£ a- 酮 成 二 酸 
HOOCCHə;CH,CH(NH;)COOH ” HOOCCHCHCG- O)COOH 
z 


= 


+ 
HaCC( 一 O)COOH HaCCHCNH2 )COOH 
丙酮 酸 丙 氨 酸 


RC{— O)COOH + NH; 
a- 痢 酸 


“` 


谷 氨 酸 x- 酮 成 二 酸 
HOOCCH;CHə,.CH(NH;)COOH HOOCCHCH2CGE 0})COOH 
+ 
HOOCCH,C(== O)COOH 
T Rt Z Bë 


C HOOCCHCH( NH,;)COOH 

天 冬 氮 酸 
这 两 种 转氨酶 在 不 同 动物 组 织 中 的 活性 各 异 , 谷 草 转氨酶 GOT) 以 
在 心脏 中 的 活性 最 强 , 肝 脏 中 其 次 ; 谷 丙 转 所 酶 (GPT) 以 在 肝 及 中 的 
mU 


活性 最 大 , 若 肝 细胞 有 所 损伤 , 酶 就 会 潜 人 血液 ,临床 测定 血液 中 其 
含量 正常 还 是 增高 , 即 可 推定 人 们 的 肝 功 能 正常 与 否 。 

转氨酶 的 辅酶 都 是 磅 酸 址 网 醛 。 它 能 接受 氨基 酸 的 氨基 而 变 成 
磅 酸 吡 哆 胺 ,继而 将 其 氨基 转交 另 一 a- PPE 

3. 转 毛 后 脱 氨 的 联合 作用 

因 L- 氨 基 酸 氧化 酶 的 活性 不 高 而 不 起 重要 的 作用 ,然而 生物 体 
内 的 L- 氨 基 酸 可 先 由 转氨酶 催化 ,使 其 与 a- 硝 成 二 酸 反 应 而 变 为 相 
应 的 酮 酸 及 谷 氨 酸 ,生成 的 谷 氨 酸 经 谷 毛 酸 脱氧 能 和 辅酶 NAD 或 
NADP+ 的 作用 ,重新 变 成 a- 酮 成 二 酸 。 实 际 上 wa- 酮 戊 二 酸 扮 演 着 
氮 基 的 传递 体 。 

(二 ) 脱羧 基 作 用 

在 氨基 酸 脱 羧 酶 的 催化 作用 下 ,氨基 酸 脱羧 生成 CO, 和 伯 胺 类 
化 合 物 的 反应 ,除了 组 氮 酸 之 外 , 均 需 磷酸 吡 哆 醋 作 辅酶 。 通 党 ,一 
种 脱羧 酶 仅 对 一 种 氨基 酸 起 脱羧 催化 作用 。 例 如 : 

HOOCCH 8 人 OC + CO, 

广 氨 基 丁 酸 对 中 枢 神 经 条 统 的 传导 有 抑制 作用 。 
HOOOCH(NEb)CHzOOOH — SAN, 

天 冬 毛 酸 

H,NCH,CH,COOH + CO, 


及 两 氨 酸 是 维生素 泛酸 (Bs ) 的 组 成 成 分 。 
eN 


Hc = NCH = C(NH)CH;,CH(NH;)COOH 


组 氮 酸 
HC— NCH — CINH)CH:CHNH2 + CO, 
| | 组 胺 
HO SCHCH(NH)OOOH -HOC SSsCH,CISNE + CO; 
栈 揭 琶 - 


组 胺 能 使 血管 舒张 ,从 而 降低 血压 。 酷 胺 会 使 血压 升 高 。 如 果 体 内 
胶 类 过 多 ,会 引起 胺 中 毒性 神经 或 心血 管 等 系统 的 功能 紊乱 。 不 过 ， 
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体内 有 膀 氧 化 酶 可 以 催化 胺 类 氧化 成 醛 ,尔后 醛 又 被 氧化 为 脂肪 酸 ， 
再 分 解 成 CO 和 HsO, 而 CO, 由 肺 部 呼出 。 但 有 一 部 分 舱 类 仍 随 尿 
排出 。 

=) 氨基 酸 分 解 产物 的 代谢 

氨 在 动物 体内 是 有 毒物 质 ,不 宜 存 积 。 各 种 动物 排泄 氨 的 方法 
各 异 ,哺乳 动物 主要 依靠 肝脏 中 本 催化 氨 代 谢 , 即 迅速 地 转变 为 尿素 
而 排出 。 

氨基 甲 酰 磅 酸 合成 酶 工 或 开 以 N- 乙 酰 谷 氨 酸 别 构 激 活 剂 或 谷 
手 酰 胺 为 氮 源 ,有 2 分子 ATP 参与 反应 的 过 程 中 ,将 一 分 于 NH, 和 
一 分 子 CO, 首先 合成 氨基 甲 酰 磷酸 NH2COOG) ,然后 在 鸟 氨基 甲 酰 
移 换 酶 催化 下 ,将 氨基 甲 酰基 转移 给 鸟 氨 酸 而 生成 瓜 氨 酸 。 继 而 在 
ATP 与 Mg2 存在 下 由 精 氨 政 珀 酸 合成 酶 供 化 , 扑 氨 酸 可 与 天 冬 氨 
酸 缩合 成 精 令 琥 珀 酸 ,又 经 精 氨 琥 珀 酸 裂 合 酶 催化 分 解 成 精 氨 酸 和 
延 胡 索 酸 。 再 由 精 丛 酸 酶 的 催化 , 精 氨 酸 水 解 产 生 尿 素 和 乌 氨 酸 。 
精 氨 酸 酶 的 专 一 性 很 强 , 它 只 对 L- 精 气 酸 具有 催化 作用 。 

此 外 ,氨基 甲 柄 磷酸 可 与 天 冬 氨 酸 缩合 而 得 氨 甲 酰 天 冬 氨 酸 ,经 
环 化 形成 二 氢 乳 清 酸 ,最 后 合成 喀 啶 类 化 合 物 尿 苷 酸 。 

还 有 脑 . 肝 和 肌 齿 等 组 织 中 的 谷 氨 栈 胺 合成 酶 在 Mg2 与 ATP 
的 参与 下 ,可 以 催化 谷 氨 酸 与 氨 反 应 合成 谷 氮 酰 胺 ,从 而 解除 氨 毒 。 
谷 氨 酰胺 随 血 被 送 至 肾脏 ,经 谷 氨 酰胺 酶 作用 分 解 出 NH; 从 尿 中 排 
出 。 有 的 谷 氨 酰 胶 经 酶 催化 可 以 转化 为 喀 啶 类 化 合 物 。 

在 植物 体 中 , 氨 可 由 天 冬 酰胺 合成 酶 俱 化 而 与 天 冬 氨 酸 反应 生 
成 天 冬 酰 腕 。 当 合成 氨基 酸 需 要 氨 时 ,又 可 通过 天 冬 酰胺 酶 作用 而 
从 天 冬 酰胺 分 子 内 取出 。 

x- 氮 基 酸 脱 氮 后 生成 的 o- 酮 酸 在 酶 众 化 下 可 重新 合成 揽 基 酸 或 
转变 成 糖 和 脂肪 ,也 能 被 氧化 成 CO, 和 HzO。 

3.4.3 氨基 酸 的 合成 代谢 

植物 和 绝 大 多 数 微生物 少 能 合成 全 部 氨基 酸 , 而 人 类 必须 靠 食 
物 供给 的 氨基 酸 是 束 氨 酸 、 色 氨 酸 、 茶 再 氨 酸 \ 强 氮 酸 、 甲 硫 氮 酸 、 亮 
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氨 酸 、 苏 氮 酸 、 异 亮 托 酸 、 精 氨 酸 和 组 氮 酸 。 

(一 ) 固氮 酶 作用 

生物 的 固氮 酶 作用 是 指 许多 微生物 能 把 分 子 氮 N, 转化 为 氨 态 
氨 的 作用 。 这 种 微生物 可 分 为 两 类 :一 类 是 能 独立 生存 的 非 共 生 微 
生物 ,如 固氮 菌 . 巴 拱 梭 菌 、 蓝 绿 菩 等 ; 另 一 类 是 与 其 它 植物 (宿主 ) 共 
生 的 微生物 ,如 与 豆 科 植物 共生 的 根瘤 菌 , 与 非 豆 科 植 物 共 生 的 放 线 
蔚 以 及 与 植物 叶片 共生 的 叶 瘤 菌 等 。 两 类 固氮 微生物 都 含有 可 将 氨 
分 子 还 原 为 氨 功 能 的 固氮 酶 。 

因 氮 酶 是 由 两 种 蛋白 质 组 成 的 :一 种 是 售 铁 的 称 铁 蛋 白 ; 男 一 种 
是 含 钻 和 铁 的 称 钥 铁 蛋白 。 这 两 种 蛋白 务必 同时 存在 ,固氮 酶 方 具 
有 固氮 功 能 ,否则 就 没有 催化 活性 。 

根据 实验 证 明 ,丙酮 机 在 固氮 微生物 的 固氮 作用 中 既 提 供 能 量 
又 作为 供 握 体 ,在 氧化 脱 氨 酶 系 的 催化 下 可 以 放出 一 对 氢 厌 子 , 册 和 
氢化 酶 俊 化 为 H+ 和 e- ,然后 通过 电子 传递 体 的 传递 。 不 同 男 撩 微 
生物 有 不 同 的 电子 传递 体 ,例如 巴 氏 梭 菌 中 有 铁 氧 还 蛋白 ;固氮 菌 中 
有 铁 硫 蛋白 和 黄 素 蛋 白 。 铁 蛋白 得 电子 即 变 成 还 原型 铁 和 蛋白 ,又 传 
递 给 钥 铁 蛋 白 则 复原 而 成 为 氧化 型 铁 蛋 白 , 所 以 N, 的 还 原 是 在 钥 
铁 蛋 白 的 活性 位 上 。ATP 参与 提供 能 量 而 活化 电子 和 将 被 还 原 的 
N2。 其 作用 原理 见 图 3-6。 

(二 ) 硝酸 盐 和 亚 硝 酸 盐 的 还 原 

植物 和 微生物 的 细胞 质 中 ,硝酸 还 原 酶 可 催化 硝酸 盐 (NOs ) 还 
原 为 亚 硝 酸 离子 (NOz )。 该 酶 含有 钼 和 黄 素 的 FAD 辅酶 是 属于 钼 
黄 素 蛋白 类 ,FAD 和 Mo! 5 一 Mo*5 在 酶 催化 反应 中 起 着 电子 传递 
体 的 作用 ,而 NADH 起 了 供 氢 体 的 作用 。 

亚 硝酸 盐 还 原 成 氨 的 过 程 是 由 叶绿体 中 亚 硝 酸 还 诛 酶 催化 的 ， 
其 电子 来 自 还 原型 铁 氧 还 蛋白 ,但 催化 反应 的 机 理 尚 未 弄 清 。 


* 106 ` 


3CH,C(=QO -SC A + EN .310OCC(C= ot 十 HS 一 (-e 
x 丙酮 酸 脱 氢 酷 系 


人 3LEK FC s Fl] s: pan = i ls 


`*3[ PFE WO SE FI ° 2e] pe 3 +H EK S FTe2e ] 
ADP+P;+Mpg:t 


F n £ : 
I 


图 3-6 固 揽 酶 系 固氮 作用 示 莫 


(=) 合成 氨基 酸 的 主要 途径 
在 LL- 谷 氨 酸 脱 氨 酶 的 催化 下 ,动物 以 还 原型 NADH 或 NADPH 
为 辅酶 (植物 以 NADPH 为 辅酶 ) 供 氢 , 加 速 氨 与 a- 酮 成 二 酸 反 应 生 
成 谷 氨 酸 , 其 及 应 方程 式 为 
NH, + HOOC(CH;), C(— O)COOH+ NAD(P)H+ Ht == 
HOOC(CH, )xCH(NH, )COOH + NAD(P) * + LO 
谷 氨 酸 能 与 多 种 a- 病 酸 通 过 转氨酶 催化 而 形成 相应 的 各 种 a- 
氨基 酸 LRCH(NEHP )COOH] ,反应 式 如 下 : 
HOQOC(CH,).CH(NH, )COOH + RC(— OICOOH 
HOOC(CH; )b)C( == O)COOH + RCH(NH,)COOH 
20 种 氨基 酸 中 唯 有 苏 毛 酸 和 束 氨 酸 的 氨基 不 是 以 转 氨 途 径 获 
得 的 。 
有 的 氨基 酸 之 间 可 以 相互 转化 ,例如 半 胱 氮 酸 与 晓 氨 酸 互 变 , 这 
是 辅酶 NADH + H* 一 NAD! 和 谷 胱 甘 肽 (GSH->GS-SG) 参 加 作 氧 
”化 还 原 剂 。 单 向 转 代 之 例 是 茶 丙 复 酸 在 茶 丙 氨 酸 羟 化 酶 的 众 化 下 ， 
经 羟 化 作用 而 生成 酷 氨 辣 。 


3.5 糖 代 谢 中 的 酶 


现 将 糖 酵 解 中 酶 催化 反应 的 乎 衡 常数 列 于 表 3-3, 并 可 参阅 1.4 
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转手 酶 


生物 体内 糖 代 射 。 
表 3-3” 精 醉 解 酶 类 及 隋 促 反应 平衡 常数 

K 应 
TN 


(2)6- 磷 酸 葡 萄 糖 -6- 磷 | 磷 屋 己 糖 异 构 酶 1.67 
次 果糖 

{3)6- 磷 酸 果 辖 -1,6- 二 | 磷酸 果 精 激酶 | ME2+ ， - 14.2 
磷酸 果 精 ATP 

{4)1,6- 二 磷酸 果糖 一 磷 | 苹 缩 酶 > 23.8 
F — XS EB 

(5) 8⁄3 — 22 Pq É8l —> 3-8 6.28 
酸 甘油 本 磷酸 再 糖 异 构 黎 

{6)3- 碰 酸 甘 油 醛 ~->1, 3- | 3-S2Ë H Wi 82 Bh ,| O. 6.3 
二 磷酸 甘油 酸 

(7) 1,3-— B$ R +f ñb BQ —— ~ 48.8 
3-S8$É% H 3h 86 

(8)3-8e F H RRB 2 G$ | 磷酸 甘油 酸 变 3-—BR 0. 4.2 
酸 甘 油 酸 位 酶 +, 

(9)2-Be 82 H hh Re. BS A | 烯 醇化 酶 ; 1.67 
JR sC SIN 

(10)88803682 CU BS | 丙酮 酸 激酶 — 31.4 
烯 醇 式 丙酮 酚 

(11) 再 酮 酸 -* 乳 酸 乳酸 脱毛 酶 ! ， 一 25.1 


糖 的 合成 代谢 是 绿色 植物 和 光 能 细菌 进行 光合 作用 的 结果 。 合 
成 薛 糖 主要 有 两 条 途径 : 

蔗糖 合成 酶 利用 尿 苷 二 磷酸 葡萄 糖 (UDPG) 供 给 葡萄 糖 与 果糖 
合成 蔗糖 ,其 反应 的 平衡 常数 K=8(bH=7.4 BF) , El 


蔗糖 合成 酶 z 
UDPG + 果糖 一 一 一 ~ 蔗糖 +UDP,AG2= — 5.15 千 焦 /摩尔 。 
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PB B$ 88248) 6 Wš 2ë: 1 磷酸 葡 萄 糖 及 尿 苷 三 磷酸 (UTP) 在 UDPG 
焦 磷 酸化 酶 催化 下 生成 的 。 
磷酸 茂 糖 合成 酶 也 利用 UDPG 供给 葡萄 糖 与 果糖 磷酸 酯 合成 
蔗糖 磷酸 本 ,其 平衡 常数 K= 3250(pPH=7.5 时 )。 后 经 磷酸 酯 酶 作 
用 脱 去 磅 酸 历 生 成 蔗糖 。 
BWA r NH 


UDPG+ 6- 磷 酸 果 糖 一 一 一 一 一 ->UDP + BE A2 Es , 
AG = 一 20 千 焦 /摩尔 。 
与 演 粉 合成 有 关 的 酶 类 主要 是 尿 二 磷 葡 萄 糖 转 葡 萄 糖 车 酶 和 逐 
二 磷 葡 萄 糖 转 葡萄 糖苷 酶 。 


nUDP-G UDP s 


A r nADP + (a-1,4 葡萄 糖 )， 
后 者 是 高 等 植物 合成 淀粉 的 主要 途径 。 引 物 分 子 可 以 是 麦芽 糖 、 麦 
芽 三 糖 、 麦 芽 四 糖 或 深 粉 分 子 , 它 的 功能 是 以 a-1,4 糖 音 键 连接 a- 
葡萄 粮 受 体 。 
植物 还 有 已 酶 ,可 以 催化 -1,4 糖苷 键 转 换 为 -1,6 糖苷 键 而 
形成 有 支 链 淀粉 。 | 
糖 原 是 动物 机 体 的 典型 多 糖 , 它 的 生成 过 程 与 淀粉 合成 相似 。 


3.6 核酸 代谢 中 的 酶 作用 


3.6.1 酶 催化 核酸 降解 

在 生物 体 中 普遍 存在 着 分 解 核 酸 的 酶 系 ,作用 于 核酸 链 内 部 连 
接 核 苷 酸 的 磷酸 二 酯 键 , 能 加 速水 解 断 裂 而 产生 低级 多 核 苷 酸 和 单 
核 苷 酸 的 酶 称 为 核酸 (内 切 ) 酶 。 作 用 于 DNA 的 脱氧 核糖 核酸 酶 和 
作用 于 RNA 的 核糖 核酸 酶 也 属于 此 类 。 

还 有 一 些 酶 能 从 DNA 和 RNA( 或 其 低级 多 核 背 酸 ) 链 的 一 端 逐 
个 水 解 下 单 核 苷 酸 ,这 种 对 DNA 和 RNA 之 水 解 都 可 催化 的 磷酸 二 
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nUDP+(a-1,4 葡萄 糖 )、 


酯 酶 的 专 一 选择 性 较 低 , 常 称 核 酸 外 切 酶 。 

现 已 发 现 一 类 能 识别 DNA TE kf SG WF BJ DNA 限制 性 内 
切 酶 , 它 可 在 特定 核 蔡 屋 顺序 处 切 开 核 背 酸 之 间 的 键 ,使 DNA 断 成 
双 链 段 ,进而 被 脱氧 核酸 酶 水 解 。 

细胞 内 磷酸 单 酯 酶 可 以 水 解 各 种 单 核 叔 酸 成 为 核 苷 与 磷酸 。 核 
苷 一 般 要 经 磷酸 解 反 应 生成 嘛 叭 碱 和 喀 啶 碱 以 及 1- 兢 酸 上 成 糖 。 

腺 苷 经 腺 苷 脱 氮 酶 (有 的 是 腺 苷 酸 脱 氨 酶 , 牛 中 含 脏 嗓 叭 酶 ) , 核 
苷 磁 酸 化 酶 . 黄 茜 叭 毛 化 酶 等 逐步 催化 变 成 醇 式 尿酸 。 

鸟 背 经 核 苷 磷酸 化 酶 . 乌 味 叭 酶 (水 解脱 氨 ) 黄 味 叭 氧化 酶 等 逐 
步 进行 酶 催化 而 生成 醇 式 尿酸 。 

尿酸 ( 柄 式 ) 是 人 、 猿 类 及 鸟 类 等 体内 呆 岭 代谢 的 产物 ,通常 尿酸 
的 进一步 分 解 因 不 同 动物 而 异 , 或 经 尿酸 氧化 酶 俱 化 成 尿 囊 素 , 或 者 
FEE PK 8 s= Bs E LL Pu PR SE BE , pk 32. Pn PR 3886 85 23 i 28 PR 352 31 Z, Bš 
酸 , 或 者 进一步 由 尿素 酶 将 尿素 变 为 氨 与 CO,。 否 则 ,尿酸 易 在 血液 
中 积累 。 

啼 啶 的 分 解 步骤 中 部 分 有 NADPH+ H* 辅酶 参与 ,分 别 产 生 8- 
再 氨 酸 和 8- 氧 基 异 丁 酸 ,还 有 NH; 和 CO, 排出。 

3.6.2 核 背 酸 生 物 合成 的 酶 系 

”通常 ,动物 ,植物 或 微生物 都 能 合成 各 种 呆 哈 和 喀 啶 核 音 酸 ,其 

合成 途径 菇 本 有 两 类 :一 类 是 从 和 氨基酸、 磷酸 核糖 .CO, 和 NH; 等 合 
成 核 背 酸 ; 另 一 类 从 核酸 分 解 产 狗 岩 聆 . 喀 喧 和 核 苷 也 可 合成 核 背 
酸 。 前 者 合成 苛 蛤 的 途径 已 由 Greenberg 等 人 基本 搞 清 。 表 3-4 示 
出 合成 奈 吟 核 背 酸 所 和 需 的 各 种 酶 ,概括 至 少 约 有 20 种 。 

喀 喧 核 苷 酸 的 合成 步骤 中 所 需 之 酶 系 可 见 表 3-5。 

在 大 肠 杆 艺 中 存在 核 苷 二 磷酸 还 原 酶 和 硫 氧 还 蛋白 还 原 酶 所 组 
成 的 酶 系 ,前 者 能 催化 核糖 核 苷 酸 ,使 它 与 硫 氧 还 蛋白 的 还 原 态 发 生 
反应 ,从 而 还 原生 成 脱氧 核 苷 酸 ;后 者 在 NADPH + H* 的 协同 作用 
于, 可 催化 硫 氧 还 蛋白 的 氧化 态 复原 成 硫 氧 还 蛋白 还 原 态 。 
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表 3-4 合成 嘎 叭 核 背 酸 所 需 的 酶 及 其 俊 化 友 应 


磷酸 核糖 焦 磷酸 激酶 | 5- 磷 酸 核糖 ,ATP 5 磷酸 核糖 焦 磷 酸 


(PRPP) 


磷酸 核糖 焦 磷 酸 酰胺 | PRPP, 谷 氨 酰 胺 5 磷酸 核糖 胺 (a 

基 转 移 酶 型 ), 谷 气 酸 ,无 机 焦 
磷酸 (PP;) 

磷酸 核糖 甘 氨 酰 胶合 | 5 磷酸 核糖 胺 , 甘 氨 | 5 939 BQ E: 8 H #( Nt 


成 酶 酸 胺 
磷酸 核糖 甘 氨 酰 胶 甲 | 5 -磷酸 核糖 甘 氨 酰 5 -8% Rë E SE-N- H Nt 
酰基 转移 酶 Hk, 甲 酰 -N*, N'"- 四 | 甘 氨 酰 腕 ,四 所 叶酸 

所 时 酸 
SRA WH 3 ns ，S BR AE $h N T Nk | 5 38% 88 E Sa N- Rk 
酶 甘 氨 酰 腕 , 谷 气 栈 腕 | 甘 氮 胀 , 谷 氨 酸 
磷酸 核 精 氨基 屿 唑 合 | 5 B$ ESO MIN-H Sk | 5 - 玉 酸 核糖 -N- 氨 基 
成 酶 H =< 2 
磷酸 核 精 气 基 咪 唑 送 | 5 -磷酸 核糖 -N- 氨 其 | 5 WAQ iy yk S-3U 3. 


化 酶 咪唑 ,CO 4-2 F0 K wa 


PSP fs Een su | 5 pi ASR 1 pas. SU 3. | 5 WK MS S S AE 
珀 酸 四 酰胺 合成 获 | 4 凑 醒 咪唑 ,天 冬 氨 | 4-(N- 瑞 珀 酸 甲 酰胺 


酸 pk në 
J f 8023685 上 一 步 产 物 5 -磷酸 核糖 -5- 氮 基 - 
4- 甲 酰胺 号 唑 , 延 胡 
索 酸 
磷酸 核 贸 氨 基 咪 哗 申 | 5 -磷酸 核糖 -5- 氨 基 -. | 次 黄土 酸 (IMP ) ,四 
酰 驼 甲 酰基 转移 酶 , | 4- 甲 酰 胶 咪唑 ， 氢 叶 酸 
次 黄 并 酸 环 水 解 酶 | 甲 酰 - 下 ,Ni0 四 氨 叶 
腺 茶 酸 政 珀 酸 合 成 酶 | 次 黄 苷 酸 ,天 冬 氨 酸 | 腺 苷 酸 琥 珀 酸 
腺 划 酸 瑟 珀 酸 裂解 酶 | 腺 苷 酸 焉 珀 酸 腺 苷 酸 (AMP ) , 延 胡 
索 酸 
次 黄土 酸 脱 氨 酶 次 黄 苷 酸 黄 苷 酸 
= F R er pk. W TR , 47 3 Et Rz 5 TER(GMP) 


ATP 


ATP 


ATP 


ATP 


GTP 


ATP 


" 1il : 


RPE D, 53- 磷酸 核 糖 
焦 豆 酸 (PRPP) 


次 黄 嗓 叭 ,PRPP 


JR PR02958 198 3E3s 
移 酶 


次 黄 嗓 叭 磅 酸 核糖 基 
转移 酶 


鸟 味 叭 磷酸 核糖 基 转 
389 


f Rue ,PRPP 


5 BE FSB 4 BS 


tk ie PF14008 4 
Be 


5 805 1⁄9. 1-5F2 
WK WD. SE 1-B$ 
酸 


乞 甲 酰 在 酸 合成 栈 
转 氨 甲 酰 栈 氨 甲 酰 玛 酸 ,上 -天 冬 | 氨 甲 酰 天 冬 氨 酸 
= 

二 氢 乳 清 酸 本 氨 甲 酰 天 冬 所 酸 。 “| 二 氢 乳 清 酸 
二 氢 乳 清 酸 脱 氢 酶 “| 二 气 乳 清 酸 ,O 乳 清 酸 
乳 清 背 酸 焦 磷 酸化 酶 | 乳 清 酸 ,PRPP | 乳 清 苷 酸 , 焦 磷酸 
乳 清 背 酸 脱羧 酶 ”| 乳 清 苷 酸 UMP, 00, | 
尿 首 酸 激酶 UMP UDP ATP 
核 车 二 磷酸 激酶 UDP ATP 
CTP 合成 酶 UTP , 谷 氨 酰 胶 ATP 
尿 喀 喧 磁 酸 核糖 基 转 | 尿 喀 啶 ,PRPP 

移 栈 
PF +f ATP, 


Mg** 


PR TSA 4 Bs 


* 112; š 


o "P. 


ka ZS Sok E O 基 SH sas 
O O i H + 硫 氧 还 蛋白 J PTE, 
` 
H H SH 
OH QOH 
15842 ( tr ) 88 还 原 态 
O O 


| | 
kawa maa s: Š 
á 
O O < H + 硫 所 还 蛋白 、| + HeO 


H H S 
OH H 
umasa Ct 氧化 态 
S | _AH 
破 氧 还 原 蛋 s + NADPH+ EER a aus + NADP' 


S SH 
L3jEdpni f32 H : BHEE TEJ w tE +E E: hh 8SEK Sr ER W SS A. x 
188] tt B2 Z; pR , — 2LBFBR ZF PA 854122 35 FR e Hi 33635 BB BT šB pRLBU 
酶 系 , 可 连续 地 催化 脱氧 尿 昔 酸 (dUMP ) 进 行 甲 基 化 反应 ,从 而 转变 
为 胶 昔 酸 (TMP)。 该 反应 中 的 甲 基 是 N5 ,NU - 亚 甲 基 - 四 和 氧 叶 酸 
(N ,NI0CH-FHs) 在 上 述 胸 苷 酸 合成 酶 催化 下 提供 的 , 即 


I T 
ne 胸 苷 酸 合成 酶 
| | +N ,NI CH, -FH — — | I + FH, 
o= < . o= O... " 
下 四 de 
dUMP{dR 代表 脱氧 核 糖 ) (dyTMP 二 所 叶酸 


接着 二 和 气 时 酸 还 原 酶 在 NADPH+H- 的 存在 下 ,将 二 和 毛 叶 酸 还 原 成 
四 和 氧 叶 酸 , 继 而 由 丝氨酸 羟 甲 基 转 称 酶 催化 ,与 丝氨酸 反应 复原 为 
NŠ ,NIOCH-FH ,又 可 为 上 述 的 甲 基 化 反应 继续 提供 甲 基 。 
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' sisina. rrp EA -rp —avawasaanayr ayasa aqp +n ret HH ways Mr — =, aa 一 Yo "s 


— n ROC LNS 


FH, +NADPH + R* FH, + NADP* 


# RB tH 32:42 3EBE 


FH, +HOCH;CH(NH; )COOH 
H, + CCH 2) 
N’, NY — CH, — FH, +H2C(NH; )COOH 
甘氨酸 


目前 已 发 现 生 物 界 具 有 专 一 性 催化 功能 的 各 种 酶 约 2000 多 种 。 
还 有 了 呼吸 链 中 的 酶 系 , DNA 合成 的 各 种 酶 ,RNA 合成 的 各 种 酶 等 ， 
在 此 无 法 都 介绍 ,请 看 有 关 专 业 书 刊 。 


3.7 双 底 物 的 反应 历程 


上 述 的 酶 催化 有 不 少 是 双 底 物 ( 其 中 有 一 个 可 能 是 辅酶 ) 反 应 。 
它们 包括 氨基 转移 酶 、 脱 氨 酶 和 磷酸 转移 酶 等 催化 的 反应 。 
3.7.1 双 底 物 酶 俊 化 途径 的 模型 
这 类 酶 反应 的 反应 方式 和 和 历程 ,可 按 是 否 生 成 三 元 络 合 物 而 分 
两 大 类 :连续 机 制 和 兵 乓 机 制 。 连 续 机 制 中 又 包括 有 序 和 和 随机 等 类 
型 。 
(1) 随 视 模 型 
S, 十 i + 下 上 一 一 ES + S, 
S + ES 一 SES —E+P 
该 途径 是 假设 酶 上 有 两 个 截然 不 同 的 部 位 ,两 个 底 物 各 自分 别 与 其 
中 相应 的 一 个 部 位 结合 ,而 且 彼 此 互 不 影响 ,任何 一 个 底 物 都 可 首先 
与 酶 起 反应 ,产物 可 以 是 一 个 或 二 个 ,这 类 机 理 的 例子 是 许多 磅 酸 转 
移 酶 (如 肌 酸 激酶 .酵母 己 糖 激酶 )。 
(2) 按 序 途 径 
E +S, =ES, 
$ -一 Ests 一 -E+P 
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底 物 按 严格 的 次 序 与 酶 结合 , 这 种 机 理 类 型 的 例子 是 许多 依赖 
NAD+ 辅酶 的 脱 氨 酶 ,它们 首先 与 NAD* 结合 ,然后 只 能 与 可 氧化 的 
底 物 结合 。 

(3) 中 间 产 物 途 径 

E+S, 一 一 EBP 
$ -一 EPiS 一 -E+Pi+P， 
(4) 酶 变化 的 中 间 产 物 途 径 
AP, . ZP, 
E+S — ES, —*E'P, —E' +S, 一 FE'S —E 

在 随机 途径 中 底 物 S 和 S, 结合 的 次 序 是 随机 的 ,务必 两 种 底 
物 全 结合 于 酶 上 才 发 生 相 互 反应 而 生成 产物 。 

在 按 序 途 径 中 ,一 种 底 物 (如 S, ) 必 须 先 于 第 二 种 底 物 与 酶 结 
合 , 然 后 方 能 有 效 地 结合 第 二 种 底 物 ,促进 其 反应 而 分 离 出 产物 。 

在 中 间 产 物 途 径 中 ,一 个 底 物 先 与 酶 结合 并 进行 酶 催化 反应 而 
生成 结合 于 酶 上 的 “中 间 产 物 ”, 导致 第 二 个 底 物 的 结合 而 进行 另 一 
反应 才能 得 到 产物 。 

在 酶 变化 的 中 间 产 物 途 径 中 ,第 一 个 底 物 先 与 酶 结合 并 相互 作 
用 ,促使 形成 一 种 变化 酶 E 和 产物 P, , 脱 去 Pi 的 变化 酶 E 又 能 与 第 
二 个 底 物 S, 结合 ,催化 S, 即 转变 为 产物 P ,最 后 Ps 从 酶 上 解 离 而 
F 恢复 为 原来 的 酶 E. 

上 述 四 种 模型 都 可 分 别 用 稳 态 处 理 法 得 到 不 同 的 动力 学 方程 来 
描述 ,但 情况 往往 是 十 分 复杂 的 。 作 为 简单 的 按 序 途 径 ,其 反应 初速 
度 的 特征 动力 学 方程 通 式 是 


L _ Kas 1 ,Kv, 1 | | 1 
TS s; 
s: so. sl KMsKe | | Ps, ， 工 
或 1 二 aa， [S] t 115. (3.7-1b) 


式 中 Kws \Kas 一 分别 代表 S 和 S, 的 米 氏 常数 ; 
Ko 一 一 代表 ES 复合 物 的 解 离 常数 。 
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将 它 与 (3.2-8c) 单 底 物 反应 动力 学 方程 比较 ,可 看 出 两 者 的 差别 在 
于 等 号 右边 有 第 二 项 。 若 强调 酶 在 两 种 状态 间 变 化 的 途径 (4) 可 称 
为 "乒乓 历程 ”, 并 可 用 下 述 方程 表示 。 这 类 酶 往往 是 别 构 酶 。 
1 Fus | M1 ,1 
v vm LS Ym 1! v, 3 F) 
如 以 * 对 TS- 作 图 ,在 连续 机 制 按 序 途径 情况 下 , 随 着 [S? ] 的 增 


大 可 得 到 的 各 直线 斜率 和 -二 轴 上 截 蝶 都 降低 (参见 图 3-7(a)) ,而 各 
直线 的 交点 在 X 轴 上 下 位 置 由 Ke .Kws 和 Kws 值 决定 。 对 于 确定 
[S;] 一 些 值 的 条 件 下 ,通过 一 组 直线 在 Y 轴 上 截 距 和 它们 的 斜率 ， 
以 及 在 X 轴 上 的 一 组 截 距 就 能 从 联 立 方程 中 求 得 Ke -Kus -Kus, 


和 vo 值 。 
对 于 “乒乓 机 制 ”, 在 不 同 [S,] 条 件 下 ,将 证 对 TB] 所作 的 图 形 
( 见 图 3-7(b)) 是 一 组 平行 线 ,其 斜率 未 变 ,通过 [Si] 的 两 种 浓度 和 


| 79 时 直线 截 Y 轴 所 得 截 距 , 联 立 求解 可 求 得 Kms, . Kus, 和 Ymao 


图 3-7 双 底 物 反应 双 倒 数 作 图 
ta) 连续 机 制 ，。 《b) 殉 用 机制 
酶 变化 的 中 间 产 物 途 径 (4) 是 另 一 种 变化 酶 形式 的 有 序 途 径 。 
某 些 膜 传递 蛋白 也 被 认为 是 以 乒乓 机 制 起 作用 的 。 
乳酸 腊 氢 酶 和 天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 的 反应 是 按 序 途径 (2) 的 实 
例 。 
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3.7.2 乳酸 脱毛 酶 催化 乳酸 的 氧化 反应 

LL- 乳 酸 脱 氢 酶 (LDH) 利 用 烟 栈 胺 腺 呆 叭 二 核 苦 酸 (NADT! } 来 对 
乳酸 的 氧化 反应 ,符合 前 面 所 介绍 的 途径 (2) 稳 态 处 理 的 动力 学 通 
式 。 

辅酶 NAD7' 先 与 LDH 结合 ， 使 酶 的 结构 产生 一 种 变化 。X- 射 
线 结 构 研 究 推测 ， 从 98 到 120 残 基 组 成 的 环 有 较 大 移动 ,可 将 辅酶 
和 底 物 围 在 其 中 。Arg 171 和 Arg 109 的 肛 基 移动 会 与 底 物 周转 的 
基 团 有 密切 作用 ,His 195 在 活性 部 位 与 底 物 相 接 触 ,这 为 乳酸 提供 
一 个 活性 结合 位 点 ,使 辅酶 和 底 物 在 了 酶 表面 定向 , 烟 栈 胶 上 的 C-4 原 
子 朝向 底 物 的 反应 碳 厌 子 。 荧 光 测 定 发 现 ,NADH 在 340 nm 处 有 
一 特征 吸收 ,并 激发 于 470 nm 发 射 一 弱 葡 光 , 一旦 它 与 酶 结合 , 则 
荧光 大 大 增强 。 以 270 nm 到 305 nm 的 光 激 发 酶 时 , 酶 即 在 350 nm 
附近 发 射 荧 光 ， 这 是 由 酶 上 Try 残 基 产 生 的 ，LDH 如 果 与 辅酶 结 
合 , 荧 光 便 大 幅度 地 减弱 。 利 用 旋 学 上 的 变化 ,推测 出 E 一 B: + NAD* 


` 
+ CHOH 结合 之 后 的 三 个 步骤 如 以 下 所 示 : 


`> 
ass AD " 本 z: Nb  /NADH A 
en BH -9 “过 统 反 应 上 5 


区 ps O— C= O 
' _ 
反应 式 中 ,CHOH 一 一 代表 乳酸 ; 
o= O 一 一 代表 两 酮 酸 。 


这 种 模型 表明 还 原型 辅酶 NADH 从 酶 赔 出 是 反应 的 限 速 步骤 。 
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3.8 酶 活性 的 影响 因素 


抑制 剂 可 与 底 物 、 辅 因子 或 一 种 酶 发 生 各 种 形态 的 结合 ,从 而 抑 
制 了 酶 的 催化 反应 。 不 过 ,在 此 仅 讨 论 与 酶 直接 结合 的 抑制 剂 。 这 
种 抑制 作用 在 实践 上 很 重要 ,尤其 对 于 确定 酶 的 活性 部 位 和 控制 酶 
活性 是 一 有 用 的 方法 。 因 此 , 换 制 剂 将 成 为 测定 酶 活性 部 位 的 探 针 。 
酶 的 活性 部 位 通常 只 占 整 个 酶 分 子 的 一 小 部 分 ,活性 中 心 定 位 的 有 
力 依据 是 从 对 酶 的 特异 选择 性 提 制 剂 的 研究 中 获得 的 。 

3.8.1 抑制 剂 的 影 丙 

酶 的 抑制 作用 既 可 以 是 可 逆 的 ,也 有 不 可 逆 的 。 

不 可 送 的 抑制 旗 与 酶 反应 产生 一 种 不 能 离 解 的 复合 物 , 于 是 钝 
化 了 酶 ,以 渗析 无 法 恢复 其 催化 活性 。 

下 + 工 一 一 EI 
酶 与 抑制 剂 1 是 按 不 可 道 结合 反应 的 速度 常数 所 确定 的 速度 进行 
的 ,所 以 实验 测定 的 催化 活性 抑制 作用 一 般 是 递增 的 ,直到 抑制 剂 与 
酶 所 能 结合 的 部 位 都 起 反应 为 目 。 磺 乙酰 脖 的 指 制 作用 就 是 此 次 
型 , 它 主 要 是 与 酶 分 子 中 半 脏 氮 酸 侧 链 一 SH 基 团 形成 S 一 烷 基 共 价 
键 的 结果 。 
酶 一 SH+ 1CH,OONH 一 ~ 酶 一 S 一 CHCONH2 + HI 

此 外 ,还 有 某 些 有 机 磷 化 合 物 如 二 蜡 两 基 握 磷酸 (DFP), 主要 能 与 丝 
氨 酸 傣 链 如 航 和 蛋白 酶 分 子 中 丝氨酸 195 的 一 OH 基 团 形成 稳定 的 丝 
氨 酸 酯 ,也 是 不 可 道 的 抑制 作用 。 这 种 抑制 作用 的 机 理 与 酶 的 变性 
或 分 解 所 引起 的 破坏 性 钝 化 是 有 区 别 的 。 

抑制 剂 与 一 种 入 间 潜 发 生 的 是 完全 可 道 的 反应 ,那么 抑制 作 的 
用 是 由 下 IT 和 EL 间 达 到 平衡 时 的 组 分 所 决定 。 

E+1==glI 


一 定量 的 酶 由 这 种 可 逆 抑 制 齐 所 引起 的 抑制 作用 程度 与 可 逆 抑 制剂 
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浓度 [IJ 和 该 可 道 反 应 的 平衡 常数 Ka (或 El 的 离 解 常数 Ki,Ki = 
并 - ) 有 关 。 这 种 被 可 逆 性 抑制 的 酶 经 过 渗析 ,不 断 除去 所 释放 的 上 


最 后 即 可 恢复 酶 的 催化 活力 。 

可 逆 抑 制剂 所 引起 的 抑制 作用 有 多 种 机 理 , 大 体 上 可 分 为 三 类 ， 
即 有 竞争 性 、 非 竞争 性 和 不 竞争 性 的 。 它 们 有 时 很 容易 通过 动力 学 
分 析 来 区 别 ( 见 图 3-8) , 现 以 tv 对 1/[S] 作 图 ( 称 Lineweaver-Burk 
图 ) 的 直线 特征 ,判定 三 类 机 理 所 给 子 不 同 的 影响 : 


= t A 9 1⁄[S] 一 一 


贸 3-8 抑制 剂 对 1 一 17LS] 贺 形 的 影响 
(1) 竞 争 性 ;(2) 非 竞争 性 ;(3) 不 竞争 性 。 | 

竞争 性 抑制 剂 可 以 改变 直线 斜率 ,但 不 改变 在 1/v 轴 上 的 截 距 ; 

非 竞争 性 抑制 剂 不 仅 改变 它 的 斜率 ,而 和 且 又 改变 它 在 1/v 轴 上 
的 截 距 ; | 

不 竞争 性 抑制 剂 只 能 改变 直线 在 1/v 轴 上 的 截 距 而 不 改变 它 的 
斜率 。 

(一 ) 竞 争 性 抑制 作用 

在 竞争 性 抑制 作用 中 ,大 多 数 情况 是 这 类 抑制 剂 分 子 的 结构 和 
大 小 与 底 物 相似 ,但 在 比较 复杂 的 竞争 性 抑制 情况 中 它们 的 结构 通 
常 并 不 相似 。 可 是 在 较 简 单 的 情况 下 ,由 于 抑制 剂 与 底 物 皆 能 结合 
于 酶 的 同一 活性 部 位 上 形成 复合 物 ,因而 发 生 了 竞争 。 若 以 工 代表 
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抑制 剂 , 则 


-和 
E=[E,] -[ES]— [El] (3.8-1) 
因 解 离 平衡 常数 
k =S] ,k= 181 (3.8-2) 
则 [Ee] = [ES] ,ter]=[ 先 中 
将 此 代入 {3.8-1 式 ) ,整理 后 层 得 
[E.J 
[ES]= rr Fall] (3.8-3) 
[S] KilS 
反应 速度 为 
s= [Es]= RT (3.84) 
[s] 11+ KlS] 
当 [S] 很 大 时 ,v= 2[E。], 此 式 与 没有 换 制 作用 时 是 一 样 的 。 于 是 
v= — S| [人 (3.8-5) 
ES] + kul1 K; 


— Ku [! +) =K'w, 对 比 无 抑制 剂 时 的 (3.2.8c) 式 ,可 以 得 知 况 


争 性 抑制 剂 改变 了 二 对 ITS] 所 作 直 线 的 斜率 K'u/va ,增加 了 
(t+ [1]/Ki) 因 子 , 斜 率 与 [1] 呈 直线 正比 关系 ,可 称 直 线 竞争 性 抑制 
作用 ,只 有 在 [了 ] 全 定时 ,Kw 方 是 一 个 常数 ,然而 在 1/v 轴 上 的 截 距 
仍 等 于 1/v,, 其 最 高 速度 不 变 。 
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在 直线 竞争 性 抑制 作用 中 ,I 和 S 不 能 同时 存在 于 酶 的 活性 部 
位 上 ,不 是 生成 EI 就 是 生成 ES , 若 酶 能 与 底 物 结合 的 活性 部 位 被 1 
占领 , 则 ES 浓度 必然 比 没 有 抑制 剂 时 更 小 ,因而 总 反应 速度 减低 。 


于 是 二 对 TS] 所 作 直 线 斜率 会 随 1 浓度 的 增加 而 增 大 ,这 与 上 述 导出 


的 (3.8-6) 公 式 一 致 。 由 于 抑制 剂 与 底 物 争夺 固定 数量 酶 所 提供 的 
为 数 有 限 的 活性 部 位 ,因此 抑制 程度 取决 于 所 加 入 的 底 物 与 抑制 剂 的 


浓度 比 ,提高 [名 比例 , 即 增加 底 物 浓度 将 会 降低 竞争 性 的 抑制 作用 。 


在 更 复杂 的 情况 下 , 酶 的 活性 部 位 与 一 分 子 1 反应 会 导致 第 二 
个 分 子 工 接着 反应 ,这 二 个 分 子 1 都 会 一 起 排斥 S, 此 时 斜率 对 [Ij 的 
关系 旦 抛物 线 。 

酶 反应 的 殉 争 性 抑制 作用 之 例 不 少 ,如 两 二 酸 是 丁 二 酸 脱氧 酶 
的 竞争 性 抑制 剂 。 东 外 , 还 有 葵 围 胀 离子 是 胰 和 蛋白酶 的 竞争 性 抑制 
剂 。 质 子 化 的 葵 甲 胀 离子 的 胀 端 和 质子 化 的 多 肽 链 中 精 氨 酸 侧 链 一 
样 ,具有 扁平 不 定位 的 x 电子 结构 , 故 也 能 被 酶 中 折 秋 弯曲 所 形成 的 
专 一 性 钱 穴 所 接受 和 Asp 189 带 负 电荷 端 结合 , 而 葵 甲 胀 环 稍 仿 大 
会 挡住 任何 有 可 能 结合 的 肽 链 a 碳 之 接近 ,于 是 成 为 有 关 部 分 结构 
的 底 物 之 竞争 者 , 见 图 3-9, 


| S a kya 

精 i À 

= 中 中 

8 + 过 

站 对 " 
£ 8 
> zÑ 

AsP 189 As 189 


图 3-9 ” 胰 蛋 白 酶 的 专 一 性 黎 闪 接纳 底 物 
的 一 个 精 氨 酸 侧 链 或 荃 甲 胀 离子 
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(二 ) 非 竞争 性 抑制 作用 | 
3 RE e FE3MD R] 05 — 8 2 E TE FEE fE 1/v 对 17LSj 图 时 
可 得 一 组 直线 ， 这 些 直线 的 斜率 和 截 距 的 大 小 是 随 抑制 剂 荣 度 的 增 
加 而 增加 , 见 图 3-10。 当 直 
线 延 长 时 ,它们 将 交 于 纵 轴 
左边 某 一 点 ,这 点 可 能 是 在 


1/[S] 横 轴线 上 { - k), 
或 者 在 其 左 侧 或 右 侧 。 

最 简单 的 直线 非 竞争 性 
抑制 剂 与 酶 的 结合 部 位 并 非 
酶 的 活性 部 位 。 于 是 除了 有 
E 与 ES 之 外 ,还 可 以 有 IE LI9] 一 一 一 
与 IES £ & 3 fr fE, IE 与 
[ES 均 不 会 生成 产物 。 但 可 图 310 4E34tipüfEjM8(U, a 
逆 抑 制剂 与 正 的 复合 物 能 可 
道 地 离 解 成 I 和 玉 , 设 其 平衡 常数 为 Kr, 即 

IE==I+E , Kua=KI 
而 IES 复合 物 按 二 种 方式 离 解 : 

IRS 一 一 I+ES K,.=K' 

IES 一 一 IE+TS Km 
推 得 动力 学 1/v 对 1/[S] 的 方程 为 


te (le 0 


4 K',= KK 时， 1/v 对 1/[Sj 的 初级 曲线 延长 线 正好 截 于 1/[Sj] 轴 上 
-起 - 处 ,而 Ki>K4 时 ,17[S] 轴 上 的 截 点 在 -起 - 之 左 侧 ;车 Ki< 


Ki, 则 1/[S] 轴 上 的 截 点 在 一 起 -的 右 侧 。 


如 果 将 (3. 8-7) 公 式 中 和 斜率 对 [了 和 截 距 对 [i] 作 图 ,可 得 次 级 曲 
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线 亦 是 一 组 直线 9 由 此 可 调 得 Kr 和 开 f, 参见 图 3-11。 


(a) 


图 3-11 直线 非 竞争 性 抑制 作用 
| (a) 和 斜率 对 [1 和 (b) 截 中 对 [了] 的 次 级 曲线 

(三 ) 不 竞争 性 抑制 作用 
Cleland 指出 ,不 竞争 性 抑制 剂 与 酶 结合 的 IES 是 最 终 复 合 物 ， 
它 只 能 离 解 成 1 和 ES, 其 平衡 常数 为 K', 底 物 S 不 会 代替 抑制 猎 与 
酶 结合 ,因此 增加 S 并 不 妨碍 抑制 剂 与 酶 的 适当 部 位 结合 ,也 就 不 能 

解除 抑制 作用 。 导 出 的 公式 为 
L= S ML 1 Á IU) (3.8-8) 
tahascaem sem rasha ar 1 BeeR Ra: 1/v 纵 轴 上 


的 截 中 (二 [1+ 让 ]) ,但 不 改变 斜率 (Kw/wn) , 见 图 3-12。 如 以 


距 对 [1] 作 图 得 直线 关系 ,就 很 容易 求 得 Ki 值 。 

这 种 不 竞争 性 抑制 作用 类 型 之 经 典 例子 ,在 单 底 物 酶 催化 反应 
中 并 不 多 ,但 在 多 底 物 酶 催化 反应 中 却 时 常 可 见 。 

可 逆 狂 抑制 剂 对 多 底 物 系统 的 作用 ,也 可 按 挤 制 剂 对 单 底 物 反 
应 之 影响 的 同样 方式 进行 考察 , 即 可 以 将 参与 反应 的 各 种 反应 物 依 
次 作为 可 变 浓度 的 底 物 ,而 其 它 反 应 物 的 浓度 固定 ,以 此 来 测试 抑制 
剂 对 该 底 物 的 影响 是 属于 哪 一 类 性 质 的 。 当 第 一 种 底 物 作为 可 变 浓 
度 时 , 它 的 生成 物 之 一 可 能 是 竞争 性 抑制 宰 , 而 第 二 种 底 物 为 可 变 浓 
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图 3-12 A Zb PETNI [fE FH 55 SSE 2 y 


1/v 对 1/[S] 作 图 的 特征 


度 时 ,上 述 的 这 个 生成 物 变 
成 不 竞争 性 抑制 剂 。 二 底 物 
反应 也 可 能 是 另 一 种 和 机 理 ， 
当 第 一 种 底 物 为 可 变 浓度 
时 , 它 的 一 种 生成 物 呈现 出 
是 竞争 性 抑制 剂 , 而 这 种 生 
成 物 对 第 二 种 底 物 为 可 变 浓 
度 进行 测试 时 却 成 了 非 竞 争 
性 抑制 剂 。 特 别 值 得 注意 的 
是 ,测试 实验 中 都 采用 起 始 
浓度 的 起 始 速度 , 以 免 反 应 


产物 累积 之 干扰 。 不 过 ,还 是 要 关注 酶 催化 反应 的 生成 物 对 酶 产生 


抑制 作用 的 可 能 性 ,因为 一 种 酶 
一 生成 物 复合 物 有 可 能 在 脱离 
酶 的 生成 物 形成 之 前 就 产生 了 。 

3.8.2 pH 的 影响 

自然 界 任何 由 酶 催化 的 反 
应 都 是 在 特定 pH 条 件 下 进行 
的 , 酶 催化 的 反应 速度 或 酶 的 催 
化 活性 随 pH 变化 的 典型 曲线 ， 
通常 如 图 3-13(a) 示 意 的 蜂 形 
态 , 其 峰 顶 是 最 适 pH 值 。 此 
外 ,pH 对 酶 的 稳定 性 也 有 一 定 
的 影响 ,参见 图 3-13{b)。 

研究 发 现 , 各 种 酶 催化 反应 
都 有 其 各 自 的 最 通 pH, 不 过 , 往 
往 与 酶 蛋 百 的 等 电 点 不 一 致 。 
某 些 酶 的 最 适 pH 主要 与 活性 
中 心 侧 链 基 团 的 解 离 有 关 ,对 酶 
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图 3-13 pH 对 酶 的 影响 
(a)pH- 酶 活性 曲线 ; 
{b)pH 橱 稳定 性 曲线 。 


的 部 分 修饰 并 不 影响 酶 活性 的 最 适 pH 值 。 

从 义 射 线 入 射 分 析 得 知 , 溶 菌 酶 的 活性 中 心 含 有 35 位 的 Glu 和 
52 位 的 Asp 两 个 关键 性 侧 链 基 团 , 当 Glu 处 于 非 离 解 的 一 COOH 状 
态 ， 而 Asp 处 于 一 COO -的 离 解 状 态 时 该 酶 才 具 有 催化 活性 。 测 试 
得 知 ，PKcu-cooH 为 5.9 和 pKA,- coo" = 4. 5 时 的 溶菌 酶 最 适 pH 
是 5.2, 即 


pK=4.5 pH = 5.2 pK =5.9 


E 


ky 
> s. Asp "o 人 Dg "a 52 ` 
COOH COOH COOH COO” COO OOO 
非 活性 活性 - 非 活 性 


上 述 发 现 表 了 表 ,pH 对 酶 催化 活性 的 影响 可 能 是 由 于 改变 了 酶 的 
活性 中 心 处 与 催化 活性 有 关 基 团 解 离 的 状态 和 结构 所 致 ,也 就 是 说 ， 
酶 活性 中 心 有 关 基 团 必须 处 于 恰当 的 解 离 状 态 和 高 级 结构 的 空间 位 
置 ,否则 便 会 破坏 与 活性 有 关 基 团 的 协同 催化 作用 而 使 酶 转 成 无 活 
性 状态 。 

pH 值 对 酶 催化 活性 的 影响 类 似 于 抑制 剂 的 作用 ,因此 ,pH 对 酶 
供 化 反应 动力 学 关系 的 影响 ,也 可 当 作 抑制 剂 影响 来 讨论 。 

一 般 酶 的 最 适 pH 在 4 一 8 之 间 。 植 物 和 微生物 体内 的 酶 ,其 最 
. 通 pH 范围 在 4.5 一 6.5; 动 物体 内 酶 的 最 适 pH 范 园 是 6.5 一 8, 而 且 
pH 越 接近 7 时 的 活性 最 高 ,但 也 有 例外 ,如 胃 和 蛋白 (水 解 ) 酶 最 适 的 
pH 为 1.9, 胰 蛋白 酶 的 最 适 pH 是 8. 1, 肝 精 氨 酸 酶 的 最 适 pH 位 于 
9。 不 过 , 酶 的 最 适 pH 不 是 固定 的 常数 , 它 还 会 随 其 它 条 件 ( 如 底 物 
的 种 类 和 和 浓度, 酶 的 纯度 和 杂质 的 种 类 等 。) 有 所 变化 。 

各 种 酶 均 有 一 定 的 pH 稳定 性 范围 ,在 此 范围 外 , 酶 使 会 变性 而 
失去 催化 效应 。 图 3-13(b) 是 为 了 解 酶 在 碱 中 的 稳定 性 情况 。 

诲 稳定 性 一 pH 曲线 的 制作 方法 是 , 先 将 醇 溶 液 等 量 地 分 成 若干 
t ,并 把 它们 分 别 放 人 一 系列 不 同 的 pH 溶液 中 ,保温 一 定时 间 后 ， 
再 将 此 系列 溶液 调整 至 某 一 共同 的 pH 值 ,继而 对 这 些 溶液 分 别 进 
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行 酶 的 活性 测定 。 

由 该 实验 所 得 的 图 3-13(b) 之 酶 稳定 性 -pH 曲线 的 形态 表明 ,此 
酶 在 pH>9 时 ,其 稳定 性 (以 酶 催化 反应 速度 表达 ) 开 始 明显 地 下 
降 。 

3.8.3 温度 的 影响 

酶 反应 常 在 温度 0C — 40'C 范围 内 进行 ， 如 果 分 别 在 不 同 温度 
条 件 下 进行 某 酶 的 催化 反应 实验 ,并 测定 其 反应 速度 对 温度 作 加 , 便 
可 得 到 如 图 3-14 所 示 的 反应 速度 一 温度 曲线 。 

在 较 低 温度 范围 内 曲线 
呈现 酶 催化 反应 速度 随 温度 
升 高 而 加 快 , 当 曲线 达到 反 
应 速度 最 高 点 的 一 定 温度 
时 ,催化 反应 速度 便 开 始 出 
现 随 温度 升 高 而 下降。 此 偿 
化 反应 速度 最 高 点 所 处 的 温 
度 称 为 酶 反应 的 “最 适 温 30 40 50 60 70 
度 ”。 温度 CC) 

该 曲线 示 出 的 酶 催化 反 34 酶 催化 反应 的 最 适 温度 
应 速度 之 变化 ,是 由 于 温度 对 反应 速度 和 温度 对 酶 蛋白 变性 的 两 种 
影响 综合 的 结果 所 致 。 这 种 综合 效应 还 与 酶 在 一 定 温度 下 所 经 历 的 
时 间 有 关 。 温 度 升 高 既 可 加 速 酶 的 催化 反应 ,在 某 一 定 温度 以 上 (一 
般 是 超过 45'C 后 ) 也 能 加 速 酶 蛋 所 的 变性 ,但 在 反应 的 最 初 阶段 , 酶 
蛋白 的 变性 尚未 显现 ,此 时 催化 反应 速度 仍 随 温度 升 高 而 增加 。 不 
过 , 随 着 反应 时 间 的 延长 , 酶 重 折 的 变性 新 趋 明显 ,反应 速度 随 温度 
升 高 的 效应 将 逐渐 被 酶 蛋白 变性 的 效应 所 “抵消 ”。 于 是 在 不 同 反 应 
时 间 内 测 得 的 “最 适 温 度 " 也 就 不 间 了 ， 也 就 是 说 ， (es Wa E” 是 随 反 
应 时 间 的 延长 而 降低 。 

Arrhenius 提出 描写 温度 与 反应 速度 常数 k 的 经 验 定量 关系 式 


深 沙 加 沁 


为 
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k=A*e- E/RT (3.8-9) 
式 中 AA 一 一 代表 频率 系数 ( 即 指 前 因子 ), 它 与 分 子 碰撞 次 数 和 磁 
撞 方 位 有 关 ， 
E, 一 一 代表 特定 反应 系统 的 活化 能 。 
Arrhenius 的 经 验 式 也 可 以 改写 成 


EÉ, = ukasa Ex: 
Ink =InÀ — Rq 或 Iogk=iogA > 303RT (3.8-10) 


以 logk 对 未 作 图 可 得 一 直线 ,此 直线 的 斜率 显然 是 一 E。/2.303R, 由 


此 便 可 求 得 E。。 该 直线 在 二 -0 时 ,延长 线 对 纵 坐 标 logk 上 的 截 距 
为 logA ,A 也 可 求 得。 
对 比 生成 活化 络 合 物 的 过 渡 态 理论 的 反应 速度 常数 & 与 温度 
的 关系 式 : 
ka = ET. =s" /RT SL. AS. = A /RT (3.8-11) 


式 中 AGz* 一 一 代表 形成 活化 络 合 物 所 需 的 活化 自由 能 ; 
AS7* 一 一 代表 形成 活化 络 合 物 的 粹 变 , 称 作 活化 炳 : 
AH* 一 一 代表 形成 活化 络 合 物 所 需 的 活化 粒 。 


频率 系数 ( 即 指 前 因子 )A 相似 于 KI ,es 人, 指数 因 于 e- 厂 中 的 活 


化 能 E, 相似 于 活化 夫 。 上 述 两 种 温度 影响 反应 速度 常数 的 关系 式 
均 表 明 ,反应 系统 中 的 分 子 都 需要 获得 一 定 能 量 , 从 而 转变 成 瞬时 的 
活化 状态 方 能 反应 生成 产物 。 升 高 温度 有 利于 增加 分 子 能 量 (包括 


动能 ) , 则 e-EVRT 或 e" AH /RT 变 大 , 即 活 化 分 子 数目 增多 , 且 又 能 增 
加 分 子 间 碰 撞 频 率 ,于 是 便 可 使 反应 加 速 。 另 一 方面 , 酶 等 催化 剂 能 
通过 不 同 的 反应 历程 以 不 同方 式 降低 反应 活化 能 ,从 而 促进 反应 加 
速 进行 。 在 不 影响 酶 热 稳定 性 的 温度 范围 内 升 高 温度 ,也 可 增加 酶 
的 能 量 而 增加 其 催化 活性 。 
表 3.6 列 出 了 某 些 反应 的 活化 能 ,可 以 看 出 酶 能 显著 地 降低 活 
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化 能 ， 因 此 酶 往往 比 其 它 催化 剂 效 率 更 高 ， 于 是 在 温和 的 生理 条 件 
表 3-6 某 些 反应 的 活化 能 比较 


乙酸 丁 酯 水 解 


Bs E Fa k 8E 


蔗糖 水 解 


(37C ,pH 接近 7) 下 仍 能 有 效 地 促使 反应 以 很 高 的 速度 进行 。 现 以 
蔗糖 水 解 为 例 , 比较 使 用 酶 或 H' 进行 催化 反应 的 速度 常数 ke 和 


ku, H + 
s _ 33400 z. _ 104500 
logkr =logA -3 sg 'logku=logA > 3FT 
R=8.3J:'mol 1K 1, T= (273-++-37)K, MI 


loe RE _ 104500 — 33400 
OB FE 2.3X8.3x310 


ke/ku=1 X10° 
ke 比 kn 大 102 倍 。 
如 果 比 较 温 度 从 Ti = 29SK 升 高 10C Z T, =305K 时 ,上 述 反 
应 的 酶 催化 反应 速度 常数 比 为 


| 
2589; 2.3x8.3\T! T 


_ _ 33400 | 10 
2.3x8.3\295 x305 


=12.01 


) =0.194 
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大 FE(T+10RECD 二 1.56, 即 让 E30s 比 ke95 大 1.56 和信。 
从 单 底 物 不 可 道 的 酶 催化 过 程 之 最 简单 机 理 进行 探讨 ,温度 变 


化 将 影响 E +S— Es -全 -FE+P 中 所 有 三 个 速度 常数 。 温 度 对 
一 | 


Ë _ / k, 的 影响 是 在 底 物 非 饱 和 浓度 情况 下 引起 ES 活化 络 合 物 过 
渡 态 浓度 的 变化 ;对 &; 的 影响 是 改变 ES 的 分 解 速度 。 倘 若 在 底 物 
的 饱和 浓度 下 ,[ES] 也 稳定 在 最 大 浓度 上 ,如 以 e 表示 , 则 此 时 ES 
分 解 的 反应 速度 v, 相当 于 酶 的 某 一 总 浓度 下 最 大 催化 反应 速度 , 即 
vo = Ym = 上 2€0 (3.8-12) 

在 不 同 温度 下 作 1/v。 对 1/[S] 曲 线 ,可 视察 到 酶 在 某 一 总 浓度 
下 最 大 催化 反应 速度 随 温度 的 变化 值 。 由 (3. 8-10) 式 可 得 温度 对 
vn 的 影响 公式 

bz Ye =log 125 = ka 二 二 全 生生 (3.8-13) 

F(E x BEZKR 1) n] JÁ logvn 与 工 关 系 式 中 求 得 。 酶 催化 反应 所 和 需 
的 活化 能 往往 比 其 它 催化 剂 催化 的 更 低 。 根 据 (3.8-13) 式 可 由 已 测 
得 的 下 , 求 出 各 种 温度 下 的 v,( 或 上 ,), 从 而 了 和 解 温度 对 vw( 或 &2) 的 
影响 。 

通常 动物 体内 酶 催化 的 最 适 温度 在 37 人 左右 范围 内 ,而 植物 体 
内 却 可 在 稍 高 些 湿度 范围 。 

3.8.4 激活 剂 的 影响 

实验 发 现 ,唾液 淀粉 (水 解 ) 酶 的 活性 随 着 少量 Cl 的 加 入 而 大 
大 地 增加 。 这 种 能 提高 酶 活性 的 物质 称 为 激活 剂 。 某 些 金属 离子 如 
Megz+ .Mr2 t .Co'! 等 也 是 一 些 酶 的 激活 剂 ,例如 核糖 核酸 (RNA ) 酶 
需要 Mg2+ 激活 剂 ; 脱羧 酶 需要 Mg2+ 、 Mn 或 Co? t ; 醛 缩 酶 需要 
Mn2+ 等 。 这 些 酶 在 制备 过 程 中 极 易 竺 失 无 机 离子 ,必须 注意 补充 。 
一 些 殖 基 为 活性 基 团 的 酶 在 分 离 提纯 过 程 中 , 因 琉 基 常 被 氧化 而 降 
低 了 其 活性 ,如 果 加 人 抗坏血酸 、 半 胱 氨 酸 或 谷 胱 甘 肽 等 还 原 剂 , 便 
能 使 被 氧化 的 琉 基 重新 还 原 而 恢复 活性 。 
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还 有 一 种 是 组 织 细胞 含 可 分 泌 的 一 些 蛋 白质 ,它们 是 活性 酶 的 
前 体 , 可 称 为 酶 原 , 在 组 织 细胞 内 或 刚 分 滋 出 来 时 并 没有 催化 活性 ， 
特别 是 茶 些 与 消化 和 水 解 作 用 有 关 的 酶 ,它们 没有 催化 水 解 和 消化 
的 活性 , 则 在 组 织 细胞 内 不 会 催化 内 含 物 水 解 而 破坏 细胞 。 这 种 酶 
原 一 旦 分 站 出 来 ,并 在 一 定 条 件 下 与 适当 物质 作用 , 即 可 转变 成 有 催 
化 活性 的 酶 。 酶 原 转 变 为 酶 的 过 程 称 作 酶 的 激活 。 

例如 , 胰 重 白 酶 刚 从 胰 脏 细胞 分 泌 出 来 时 ,仅仅 是 一 种 没有 俊 化 
活性 的 胰 和 蛋白 酶 原 ,可 是 当 它 随 着 胰 液 进入 小 肠 时 , 妈 可 被 肠 液 中 的 
肠 激 酶 数 活 或 被 胰 蛋 白 酶 激活 。 在 肠 激 酶 的 作用 下 自 N 器 水 解脱 
下 一 个 六 肽 ,促使 酶 的 构象 发 生 某 些 变化 , 即 组 氨 酸 、 异 亮 氨 酸 、 丝 氮 
酸 等 残 基 互相 靠近 ,构成 了 活性 中 心 , 见 图 3-15 的 示意 。 


图 3-15 胰 蛋 白 酶 原 激活 示意 
+ 代表 解脱 位 轩 


胃 僵 所 酶 原 是 骨 和 粘膜 细胞 所 分 说 的 ,其 相对 分 子 质量 为 42000. 

该 分 子 含有 三 对 硫 硫 键 , 一 个 对 胃 和 蛋白 酶 有 抑制 作用 的 多 肽 片 , 它 在 

pH 高 的 条 件 下 与 胃 和 蛋白 酶 以 非 共 价 键 方式 结合 成 酶 原 , 致 使 胃 蛋 白 

酶 原 设 有 催化 活性 。 胃 蛋白 酶 原 自 胃 烙 膜 细胞 分 小 到 胃液 中 ,在 盐 

酸 或 已 有 活性 的 胃 和 蛋白酶 作用 所 形成 的 pH 为 1 一 2 的 条 件 下 ,这 多 
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肽 碎 乒 很 容易 从 胃 玻 白 酶 原 上 解脱 下 来 , 酶 原 就 变 成 了 活泼 的 活性 
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新 陈 代谢 是 天 宇 间 的 普遍 规律 , 它 在 无 机 界 的 作用 是 破坏 ,但 对 
生物 有 机 体 而 言 ,是 生命 存在 的 必要 条 件 。 生 物 只 有 通过 新 陈 代谢 ， 
方 能 生长 发 育 .遗传 变异 , 才 有 感应 运动 , 方 能 适应 外 界 条 件 的 变化 
作出 相应 的 应 答 , 也 才 会 有 生物 界 色 彩 缤纷 的 性 态 。 生 物 的 这 种 物 
质 交 换 如 果 终 止 , 生 命 就 件 之 而 结束 。 可 见 ,新 陈 代谢 是 生命 活动 的 
基础 。 

新 陈 代谢 必须 通过 大 量 的 代 学 反应 来 实现 ,这 些 化 学 反应 彼此 
联系 .协同 制约 地 构成 一 条 条 代谢 途径 ,一 张 张 代谢 网 络 。 生 物体 内 
的 一 切 代 谢 反 应 均 是 在 酶 催化 下 进行 的 , 酶 所 具有 的 特点 是 新 陈 代 
谢 能 够 高 速度 、 有 条 不 订 地 进行 的 基本 保证 。 

酶 是 一 种 能 强 有 力 地 改变 新 陈 代 谢 中 反应 速度 的 生物 催化 剂 ， 
它 的 催化 效率 往往 要 比 其 它 无 机 或 有 机 催化 剂 高 出 107— 103 倍 。 
在 已 发 现 的 约 3000 种 酶 中 ,各 种 酶 都 能 在 非常 温和 的 条 件 下 对 新 陈 
代谢 反应 或 底 物 具有 高 度 专 一 性 催化 作用 。 它 们 各 自 均 有 其 专 一 性 
功能 ,大 体 上 可 概括 为 如 下 的 六 大 类 作用 : 

(1) 催化 氧化 还 原 酶 类 或 脱 氢 酶 类 ,例如 


醇 +N 化 格 或 ( 酮 ) + NADH+ H+ 
(2) 转移 酶 类 ,例如 
酶 俊 北 


ATP+ p a BË. 已 糖 - 6- 磷 酸 + ADP 
(3) 水 解 酶 类 ,例如 


天 冬 酰 胺 + HO 于 
(4) 解 ( 合 ) 酶 类 ,例如 


pg P ËI. 顺 乌 头 酸 +HO 


天 冬 氮 酸 + NH; 
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(5) 异 构 酶 类 {R ==R') ,例如 


3 B8RbirhB Re PE. sn — 22 Ni 


(6) 合成 酶 类 ,例如 
ATP+GA+ Z 8 MEI. gt C.A +PP,+ AMP 
在 正常 情况 下 ,生物 体内 各 种 功能 的 酶 彼此 既 分 工 又 合作 ,协调 地 发 
挥 各 自作 用 ,是 为 生物 机 体 的 生存 发展 和 形形色色 的 生命 活动 提供 
物质 和 能 量 的 基础 。 

车 由 于 某 种 因素 ,例如 来 自 外 源 的 抑制 剂 , 酌 酒 与 酸 碱 失衡 , 氨 
中 毒 ,或 酶 在 自身 新 陈 代谢 中 老化 变异 而 来 不 及 更 新 等 ,抑制 了 生物 
机 体内 某 些 酶 的 活性 ,其 至 失去 了 一 些 酶 , 便 会 使 生理 失调 而 出 现 相 
应 的 病症 。 人 体内 的 味 叭 类 核 苷 在 脱 气 酶 、 磷 酸化 酶 、 氧 化 酶 等 的 催 
化 作用 下 变 成 尿酸 ,在 正常 情况 下 ,尿酸 又 能 被 另 一 些 酶 催化 而 进 一 
步 分 解 。 当 这 些 酶 由 于 某 些 因素 的 影响 而 醒 活 性 降低 , 甚 人 至 失 活 时 ， 
尿酸 的 分 解 反应 即 被 提 制 ,往往 易 引 起 尿酸 在 血液 中 积累 而 超过 人 允 
准 量 , 它 是 产生 关节 痛 的 所 请 痛风 病症 的 原因 之 一 。 一 旦 生物 体 严 
重地 失去 酶 的 活性 将 导致 生命 的 停止 。 因 此 ,作为 医药 或 营养 品 上 
使 用 的 酶 制品 已 成 为 当今 国内 外 十 分 引 人 注 目的 研究 领域 。 
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第 四 章 ， 生 物 代谢 中 的 电子 转移 反应 


生物 机 体 活动 所 需 能 量 , 主要 依靠 体内 糖 、 脂 肪 、 蛋 白质 等 有 机 
物质 的 氧化 作用 ,这 类 氧化 称 为 生物 氧化 。 通 常 的 所 谓 呼吸 , 即 是 吸 
入 氧 用 于 氧化 摄 入 体内 的 营养 物质 并 呼出 二 氧化 碟 , 这 也 是 一 种 重 
要 的 生物 氧化 。 任 何 氧化 反应 都 伴随 着 还 原 反 应 ,因此 ,反应 中 至 少 
有 氧化 剂 和 还 原 剂 两 种 反应 物 。 氧 化 剂 在 反应 中 得 到 电子 而 被 还 原 
的 同时 ,还 原 剂 失去 电子 而 被 氧化 ,可 见 氧 化 还 原 反 应 就 是 还 原 剂 将 
电子 转移 给 氧化 剂 的 电子 转移 反应 。 


4.1 电子 转移 反应 的 基本 知识 


倘若 电子 转移 反应 是 可 道 的 ,反应 中 化 合 物 的 还 原型 被 氧化 而 
转变 为 它 的 氧化 型 ,两 者 构 成 共 连 对 偶 , 称 之 氧化 还 头 电 侦 。 在 氧化 
还 原 电 侦 中 ,还 原型 组 分 称 还 原 剂 ,其 氧化 型 组 分 就 是 该 还 岂 剂 的 共 
斩 氧 化 剂 , 即 x 

还 原 剂 (redi =j3F#6 UL] (ox, ) + ne (4.1-1) 

JEE, 38 43k i PR. JA 2 pü BS 35 3 Rn) , B SA Et : 

氧化 剂 "* (ox, ) + ne===3t#uxE E3n|(red;) (4.1-2) 

电子 供 体 和 电子 受 体 之 间 的 关系 ,相似 于 Brausted 或 Lowry 酸 
碱 学 说 所 指出 的 : 酸 ( 质 子供 体 或 电子 对 受 体 ) 和 它 的 共 罗 碱 (质子 受 
体 或 电子 对 供 体 ) 的 关系 ,同样 ,也 类 似 于 碱 与 共 示 酸 的 关系 。 

式 中 ”n 一 一 代表 一 分 子 还 原 剂 所 供出 的 电子 (e) 数 ,也 可 代表 一 阁 
尔 还 原 剂 所 供出 的 电子 数 ,摩尔 。 
4.1.1 和 氧化 还 原 电 油 及 电极 电位 
一 个 基 元 氧化 还 愿 反 应 ,可 以 认为 是 (4.1-1) 和 (4.1-2) 两 个 “ 半 
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反应 ”结果 ,又 可 视 为 ,还 原 性 电 偏 的 还 原 剂 将 电子 给 予 氧化 性 电 偶 
的 氧化 剂 所 组 成 的 两 对 氧化 还 原 电 偶 间 的 电子 转移 过 程 。 如 果 电 子 
从 red 到 ox 的 转移 是 在 重 温 恒 压 下 自发 进行 的 ,那么 系统 内 的 吉 
布 斯 自由 能 会 下 降 , 即 AG 为 负 值 , 当 系统 的 自由 能 降低 至 最 低 值 
(AG=0) 时 ,系统 就 达到 平衡 状态 。 假 设 此 电子 转移 反应 是 在 恒温 
恒 压 的 热力 学 可 逆 情 况 下 进行 的 , — AG 值 重 可 作 最 大 电 功 ,参见 
(2.2-10) 表 达 式 。 

若 将 上 述 两 个 “ 半 反 应 "设计 成 两 个 “ 半 电 池 ”, 还 原 性 电 偶 为 还 
原 人 性 举 电 池 (A), 氧 化 性 电 偶 为 毛 化 性 半 电 池 (B), 即 A 含有 一 种 还 
原 剂 溶液 ,B 含有 一 种 氧化 剂 溶液 ,将 能 导电 而 不 活泼 的 金属 作 电 
极 ,分 别 漫 人 这些 溶液 中 ,各 自 形成 还 原 电 家 和 氧化 电极 , 且 用 导电 
金属 丝 把 两 电极 连接 ,在 两 
半 电 池 溶 液 之 则 用 能 使 不 参 
与 反应 的 离子 传导 电流 的 盐 
桥 ( 高 浓度 KCL 琼脂 溶胶 深 
液 ) 沟通, 见 图 4-1, 如 遇 有 
能 与 CI- 反应 的 溶液 ,可 用 
KNOs/ 琼 脂 代 符 。 由 于 氧 
化 性 电 偶 比 还 原 性 电 偶 具 有 
更 大 的 电子 亲和力 ,电子 亲 
和 力 较 小 的 电 侦 必 将 电子 转 
移 给 氧化 性 电 和 但 而 起 述 原 作 图 4-1 由 氧化 电 惕 和 还 原 电 偶 
用 ,还 愿 性 电 偶 的 还 原 剂 被 构成 的 电池 
氧化 ,导线 上 就 出 现 电 子 从 还 原 性 半 电 池 ( 人 负极 ) 流 向 氧化 性 半 电 池 
(正极 ) 的 趋势 , 即 对 电子 亲和力 之 差 产生 了 推动 电流 从 正极 向 负极 
流动 的 电位 ( 势 ) 差 。 当 盐 桥 接 通 两 半 电 池 时 , 便 可 让 负电 荷 离子 或 
正 电 荷 离子 流动 , 以 补 偿 两 半 电 池 中 (还 原 性 半 电 池 正 电荷 过 剩 , 氧 
化 性 半 电 池 负 电荷 过 剩 ) 正 或 负电 荷 过 剩 , 即 可 发 生 质 极 到 正极 的 自 
发 电子 流动 ,此 发 电 装 置 通称 床上 电池 。 
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还 原 性 半 电 池 氧化 性 半 电 池 


根据 以 上 所 述 ,一 个 电池 中 两 半 电 池 电 位 { 壳 ) 差 是 由 于 其 两 个 
半 电 池 间 对 电子 亲和力 之 差 引起 的 ,习惯 将 一 对 和 氧化 还 原 电 偶 半 电 
池 称 为 电极 ,该 电极 对 电子 亲和力 所 星 现 的 势 强 称 作 它 的 还 原 电极 
电位 。 半 电池 对 电子 亲和力 越 大 , 它 的 还 原 电极 电位 值 越 大 ,所 以 还 
原 电 极 电 位 是 衡量 一 对 氧化 还 原 电 侦 进 行 还 原 反 应 (氧化 型 + ne-> 
还 原型) 的 倾向 。 各 种 氧化 还 原 电 偶 的 半 电 池 反 应 都 可 以 写成 上 述 
还 原 反 应 的 形式 (缩写 是 氧化 型 /还 原型 ) 以 强调 得 电子 能 力 , 有 反映 对 
电子 亲和力 大 小 的 还 原 电极 电位 ç 可 写 为 gp 和 化 刺 / 还 原型 ;这 是 国际 上 
通用 的 习惯 ,但 也 有 些 书籍 采用 氧化 反应 的 形式 ,还 原型 一 氧化 型 + 
ne, 即 以 氧化 电极 电位 还 原型 / 扫 化 型 数据 整理 , 正 负 符 号 相反 。 

假使 具有 不 同 还 原 电 极 电位 的 半 电 池 以 适当 方法 连接 而 形成 一 
电化 学 电池 ,还原 电 极 电 位 值 较 大 的 是 氧化 性 半 电 池 ,会 发 生还 原 反 
应 ,而 还 原 电 极 电 位 较 小 的 ( 正 值 较 小 或 其 值 越 负 ) 是 还 原 性 半 电 池 ， 
会 发 生 释 放电 子 作 电 功 的 氧化 反应 。 

任何 半 电 池 的 还 原 电 极 电 位 大 小 除了 取决 于 它 的 化 学 组 分 之 
外 ,还 与 溶液 中 那些 组 分 的 浓度 (严格 地 说 是 指 活 度 )} 和 温度 有 关 。 
于 是 习惯 上 常用 电池 简 图 来 概括 半 电 池 如 何 组 成 电池 及 其 组 分 间 的 
氧化 还 原 反 应 ， 并 表达 电子 由 左 半 电池 向 右 半 电 池 的 流向 。 例如 下 
列 的 氧化 还 原 反应 

延 胡 家 酸 盐 + FADH, 一 - 正 珀 酸 盐 + FAD 
可 分 解 为 两 个 具有 还 原 电 极 电 位 的 半 电 池 ( 即 两 对 氧化 还 原 电 偶 )。 
一 对 是 延 胡 索 酸 盐 (0.1 mol dm" 3)/3% 38 68 +b (0.1 mol dm-3)， 
ppsa a= 0.03V, 2 — x FAD(10 mol dm 3)/FADH,(10 3 mol 
dm 2?),g£a m= 一 0.22V, 两 半 电 池 各 加 Pt 电极 和 盐 桥 (以 两 直线 
| 表示 ) , 则 其 简 图 为 
“Pt, FADH (10 3 mol dm 3),FAD(10 3 mol dm `3) || 
延 胡 索 酸 盐 (0.1 mol dm 3) ,琥珀 酸 盐 (0.1 mol dm 3), Pt* 
| | | (4.1-3) 
该 电池 的 电位 差 是 
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Ag=gg PE= t0.25V 
电极 分 别 标明 正 负 符 号 (部 十 和 -= 接头) 以 强调 电子 自发 流动 的 方 
向 。 电 位 差 若 是 正 值 ,表明 电池 简 图 符合 习惯 上 的 书写 ;如 果 电 位 差 
是 负 值 ,说 明 简 图 画 反 了 。 电 化 学 电池 的 最 大 电位 差 ( 即 通过 电池 的 
电流 为 零 时 所 测 得 的 可 送 放 电 过 程 电位 差 之 极限 值 ) 称 为 此 电池 的 
电动 势 (e. m.f), 通 常 ,电动 势 的 Ap 用 EE 表示 ,以 伏特 (VD) 为 单位 ,可 
参见 热力 学 可 逆 过 程 中 的 电池 电动 势 与 AG 的 关系 式 (1.3-5b) , 即 


AG= ~nFE 
和 标准 态 下 的 (2.2-10) 式 , 即 
AG = —nFE° 


式 中 E = ç# - p, tB RR e 4 136 FB, Tü BS ka WE2S F XE pR ri 18 电位 
9 人 owfres 减 去 左边 半 电 池 的 标准 态 下 还 拓 电 极 电 位 2 ao 

4.1.2 电池 电动 势 与 电极 电位 测量 | 

一 个 电化 学 电池 未 产生 电流 时 所 呈现 的 两 半 电 池 电 位 差 才 是 该 
电池 的 真实 电动 势 (e.m.f) ,如 果 产 生 了 电流 ,电池 中 的 氧化 剂 和 还 
原 剂 等 物质 就 以 热力 学 不 可 逆 过 程 进 行 了 电子 转移 反应 ,从 而 使 其 
浓度 发 生 了 变化 ,此 时 所 测 得 的 两 半 电 池 的 电位 差 势 必 小 于 电池 的 
电动 势 ,电流 释放 越 多 ,不 可 逆 程 
度 就 越 大 ,于 是 所 测 得 的 电位 差 A R 
就 更 小 于 电动 势 , 岳 以 不 可 用 人 羽 
特 计 直接 测量 。 因 此 必须 采用 
poggendorff 对 消 法 ,将 测定 电动 ` 
势 的 外 电路 上 加 一 个 方向 相反 而 一 
电动 势 可 调 相同 的 工作 电池 及 其 i 
系统 ,以 对 抗原 电池 的 电动 势 , 可 
参见 图 4-2。 工 作 电 池 (E) 接 i 
AB 均匀 的 电阻 线 ( 作 电位 计 用 )， = 
又 用 双 臂 电 键 (D) 与 待 测 电池 图 4 2? 对 消 法 测 电 动 势 示意 
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(Ex) 以 负极 对 负极 并 联 , 正 极 经 检 流 计 (G) 与 电 键 (长 ) 接 至 电位 计 的 
滑动 接头 上 上。 这 就 等 于 在 电池 的 外 电路 上 加 了 一 方向 相反 的 电位 
人 卷 , 它 的 大 小 由 沁 动 点 的 位 置 来 决定 。 移 动 滑动 点 的 位 置 就 会 找到 
某 一 点 (例如 C 点 ), 当 电 键 闭合 时 , 检 流 计 中 没有 电流 通过 。 此 时 
待 测 电 池 的 电动 势 怡 好 和 电位 计 AB 上 的 AC 线段 所 代表 之 电位 差 
值 相 等 ,但 方向 相反 。 

若 要 确定 AC 线段 的 电位 差 值 ,只 要 将 双 键 D 向 上 接 通 标准 电 
池 F... ,常用 的 标准 电池 是 由 色 - 来 组 成 的 Weston 电池 ,电动 势 很 稳 
定 ,电池 内 的 反应 是 完全 可 逆 的 ,其 电动 势 值 已 知 , 即 

F... =1.018646 — (40.6(t—20) +0.95(t — 20)° 
—0.01/(*—20)2J x10 ` 54K (4.1-4) 
式 中 + 一 一 代表 摄氏 温度 。 
以 园 样 方法 找 出 一 点 H, 使 电流 计 中 没有 电流 通过 ,此 时 AH 线段 的 
电位 差 即 等 于 E. , 待 测 电 池 的 包 动 势 E. 可 通过 比例 关系 算得 : 
E,=E,. 2Ë (4.1-5) 

使 用 电位 计时 ,可 先 将 双 键 接 通 标准 电池 ,移动 可 变 电 阻 R 的 
滑动 点 ,以 便 标 定 电 位 计 上 的 指示 数值 恰好 等 于 E. . ,然后 再 将 双 
键 转 接待 测 电池 ,调节 电位 计 旋 钮 , 即 可 从 电位 计 上 的 数字 读 出 电动 
势 五 . 之 值 。 

由 此 测 得 的 电化 学 电池 的 电动 势 , 表 示 一 个 半 电 池 与 另 一 个 半 
电池 间 电 极 电位 差 的 大 小 ,无 法 测定 单独 的 一 个 半 电 池 的 电极 电位 
实际 数值 。 各 种 半 电 池 的 电极 电位 值 只 能 从 它们 彼此 对 比 来 进行 估 
算 , 这 就 需要 有 一 标 度 零点 来 定 出 各 半 电 池 电 极 电位 的 相对 值 ,该 标 
度 称 氢 标 度 , 即 采用 标准 氢 半 电池 的 电极 电位 作为 标 度 零 点 , 换 言 
之 ,就 是 规定 标准 氢 的 ponE( 或 gn)=0.00V。 

倘若 一 个 半 电 池 中 的 反应 比 标准 氢 半 电池 的 更 具有 还 原 性 时 ， 
这 半 电 池 对 比 标 准 氧 半 电池 , 即 有 负 的 电极 电位 ;反之 ,一 个 半 电 池 
中 的 反应 比 标准 氨 半 电池 的 更 具有 和 氧化 性 时 ,该 半 电 池 对 比 标 准 氨 
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半 电 池 就 有 正 的 电极 电位 。 

所 谓 标 准 氢 电极 , 即 溶液 中 含有 活 度 等 于 1 的 H 离子 ,在 
100kPa( 坦 用 1 标准 大 气压 ) 下 不 断 地 通 人 和 氨 气 ,并 被 插 人 溶液 的 铂 
稍 表 面 镀 有 铂 黑 的 铂 电极 所 饱和 吸附 ,以 保证 溶液 中 H 离子 与 H, 
气 的 变化 平衡 ,也 就 是 

H+ (a=1)+ eo— Ha(100kPa) (4.1-6) 
氧化 剂 共 示 还 原 剂 
半 电 池 。pH 为 0 的 HCI 溶液 可 为 标准 氧 电极 提供 话 度 为 1 的 H- 
溶液 。 

任何 半 电 池 与 标准 氮 电 极 组 成 的 电池 可 以 写 为 

Pt, Ho(100kPa), H’' (a= 1) | (ox],[red],Pt (4.1-7) 

如 果 电 池 的 电动 势 为 负 值 ,表明 电流 反 向 了 ,就 应 将 组 成 电池 的 电极 

左右 对 换 。 按照 上 述 对 消 法 测定 任何 半 电 池 与 标准 毛 电 极 组 成 的 电 

池 电 动 势 时 ,由 于 标准 和 毛 电 极 电 位 蚊 * /规定 为 零 , 则 其 电池 的 电动 
势 就 为 该 半 电 池 的 电极 电位 gx 值 。 如 果 

E=, gft' yu, Bj ç, =E (4.1-8) 

倘若 下 = 条: 一 性; 则 和 = 一 下 (4.1-9) 

虽然 国际 上 都 采用 标准 算 电 极 的 毛 标 度 , 但 制作 标准 和 毛 电 极 的 
半 电 池 需 要 精细 技巧 ,使 用 时 的 条 件 亦 十 分 严格 ,所 以 在 实际 测定 
时 ,往往 采用 第 二 级 的 标准 电极 。 其 中 最 常用 的 是 二 级 标准 甘 汞 电 
极 , 它 在 氮 标 度 上 所 测定 的 py 录 在 很 大 温度 范围 内 是 已 知 的 ,例如 
q 伯 和 甘 东 一 0.2412 一 6.61X 10-4(t~25)-1.75x10 (t —25)° 

~9.16x10- W(t—25) (4.1-10) 
标准 甘 隶 电极 的 构造 是 以 来 { 液 } 作 电极 材料 , 汞 与 导线 之 间 用 Pt 丝 
接 通 , 汞 面 上 铺 信 少量 由 氧化 亚 孙 ( 甘 汞 )、 永 及 饱和 KCI 溶液 研制 
成 的 粳 状 物 , 浸 在 饱和 的 氯 化 钾 水 溶液 中 ,部 
KCl( 饱 和) ,Hg,Ck ( Bl iF) | Hg (4.1-11) 
该 半 电 池 ( 常 用 S.C.E 表示 ) 的 一 对 氧化 还 原 电 但 为 
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Hg,;CL (I ) + 2e ==2Hg + 2C]~ (4.1-12) 
其 还 原 电 极 电 位 (ps c E) #E 298K 时 为 0.2412V( 和 氢 标 度 )。 它 同样 
可 以 代 蔡 标准 氨 电 极 与 其 它 任何 半 电 池 联 接 而 测定 半 电 池 的 电极 电 
位 ,例如 
“氧化 还 原 电 侦 (1) || S.C.E* ,在 298K 时 测 得 下 =0.2S60V 
(4.1-13) 
刚 气 化 还 原 电 人 得 (1 的 半 电 池 之 还 原 电 极 电位 为 
PD = g@esc E  E=0.2412-0.2560= 一 0.0148W 
又 如 “SC.E 上 氧化 还 原 电 便 (2) (4.1-14) 
在 298K 时 测 得 下 =0.1655V , 则 氢化 还 原 电 偶 人 2) 的 半 电 池 之 还 原 
电极 电位 是 
pti) = E+ gs c £ = 0.1655 +0.2412=0.4067V 
4.1.3 有 关 电 极 电位 和 电池 电动 势 的 计算 公式 
在 任何 氧化 还 原 反 应 中 ,转移 1 摩尔 电子 ( 即 6.022x 1023 电 子 ) 
所 带 的 电量 是 96485 库伦 ,此 值 为 法 拉 第 常数 (符号 为 F, 常 作为 电 
量 单位 )。 组 成 电池 后 两 对 氧化 还 原 电 侦 的 电极 电位 与 吉 布 斯 自由 
能 关系 为 


-Pt,redz ,oxzg Í| ox 右 ,red 右 ,Pt (4.1-3) 
-AG=nFE (1.3-5b) 
ox#g + he 一 -red 石 
We 《4.1-15) 
oxz + ne 一 全 Ted 大 Q 
—- AG=nF(gz - g£) (4.1-16) 


式 中 ox 一 一 代表 氧化 型 ,是 电子 受 体 ; 
red 一 一 代表 还 原型 ,是 电子 供 体 。 
按照 (2.2-11) 电 动 狂 公式 


电极 电位 差 的 公式 为 
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RT 
ph pk 一 = 是 一 组 -车 in — iri 


= RP e _ RT, ai 
= e 一 RT |, —a = (gE — ln ) (4.1-17) 
f nF aoxt， nF ax, 
即 还原 电 极 电位 公式 
= FT red, 
£= g - zl — (4.1-18) 
中 RE à 
gI = gg ED —= (4.1-19) 


£ 
式 中 gq" 一 一 代表 标准 态 下 的 电极 电位 ,单位 是 伏 (V)。 


当 等 号 右边 第 二 项 以 ox — red 还 原形 式 书 写 氧 化 还 原 电 偶 , 并 采 
用 减 号 时 ,qg° 称 标准 还 原 电 极 电位 。 它 是 氧化 还 原 电 偶 的 特征 参 
数 , 代 表 该 氢化 还 原 电 侦 提 供电 子 的 难 易 程度 。 

在 水 溶液 中 各 种 氧化 还 原 电 伪 的 标准 还 原 电极 电位 可 见 表 4- 
1。 所 谓 标准 电极 电位 gp*, 它 系 指 在 恒温 (如 果 不 注 明 温度 即 为 
298K) 和 标准 大 气压 (100kPa) 下 氧化 还 原 电 偶 的 各 组 分 都 处 于 标准 
状态 (对 溶质 来 说 活 度 为 1,pH=0) 时 , 按 氮 标 度 测定 所 得 的 电极 电 
位 。 

倘若 在 标准 大 气压 下 ,pH=0 而 其 它 溶质 为 Imol dm “浓度 时 ， 
即 


T 2 ss 
P RI (4.1-20) 
pe 有 二 四 到 - Lin T = (4. 1-21a) 
Ces 
q = p - Eli = En (4.1-21b) 


往往 也 被 称 为 标准 ( 态 ) 还 原 电 极 电位 ,其 实 实 只 有 在 溶质 活 度 系 数 为 
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1 的 理想 溶液 (各 组 分 活 度 系数 等 于 1) 情 况 下 方 可 ES = ES , 9; = 


q , pe = qp o 

EE SB a UN 50 54 43 JE 2 12, — k J: (E 1& Wl 80 K +. dh PE 
(5H=7) 的 有 水 环境 下 进行 的 , 对 其 所 测 得 的 还 原 电 极 电位 ,通常 
pH 并 非 零 而 是 7( 其 它 组 分 仍 用 活 度 为 1 标准 态 ) , 故 其 电池 的 标准 
电动 势 和 各 标准 还 原 电 极 电位 分 别 用 Ee 和 gs 表示 ,以 显 出 与 真实 
标准 电动 势 和 标准 电极 电位 的 区 别 。 若 干 氧化 还 洒 半 电池 ie 的 数 
据 列 于 表 4-2。 


表 4-1 298K 了 时 标准 {还 原 } 电 极 电 位 


电极 
人 全” 二 EC 
D* /D;, Pt D'+e==D 
H* /Hz ,Pt H* + es 一 全 Hb +0.000 
Cut ,Cu/Pt Cu +e==Cu* +0.073 
OH- /O; ,Pt 方 D+fHO+2er2OH- |+0.401| -0.44 
Fe ,Fe /P: Fe + e===Fe2*t 十 和 .7711 +1.188 
F /b,Pt p + 2e==21” +0.5353 -0.148 
H* ,IO /la,Pt |!O; +6H' +Ses 一 方 P+3HzO| +1.195, 
H* , 柄 ,对 茶 二 柄 /PH C4H;O, +2H* + 2e>C R, (OH); 
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` ve oaar Ba ` wa ia 办- kas -4 i. --. 


表 42 车 干 物质 的 还 诛 电 极 虹 位 

I 电极 反应 

Os+ 2H’* +2e===H;O 

Fe + e=—Fe** 

细胞 色素 a Felt +t 二 细胞 色素 a Fé t 

细胞 色素 aFe + +e 王 == 细胞 色素 aFe2 

细胞 色素 CFe! + e 一 二 网 胞 色素 CFe* 

细胞 色素 CFe * + e===#H 6 3: CIFe * 

辅酶 Q( 泛 醒 )+2H + 2e 一 一 辅酶 QH,( YZ NE) 

细胞 色素 bFe' + e 王 一 细胞 色素 bFe2? 

延 衣 索 酸 + 2H7 + 2e ===ByBRË 

FMN+ 2H+ +2e 一 二 FMNH。， 

FAD+ 2H* + 2e 一 一 FADH> 

草 酰 乙酸 +2H"” +2e 一 一 苹果 酸 

丙酮 酸 + 2H* + 2e 一 -乳酸 

乙 醛 +2H* +2e== Z,Éš 

1,3- 二 磷酸 甘油 酸 +2H!* + 2e 一 一 3- 磷 酸 甘油 醛 + 磷酸 

NAD+ +2H+ +2e==*NADH+H* 

NADP* +2H+ +2e==*NADPH+H* 


H* + e= 一 六 Hz 


2 
铁 氧 还 蛋白 Fei+ + e 一 一 铁 所 还 蛋白 Fë t 
3- 磷 酸 甘 油 酸 +2H+ + 2e 一 3- 磷 酸 甘油 醛 + H,O 
乙酸 +2H' +2e 一 一 乙 醛 + HbO 
乙酸 +CO,+2H?* + 2e *P3 882 + HO 
BE ñ + CO, +2H* + 2e>a 柄 成 二 酸 +H2O 
a- Ñ — Bü + CO; +2H+ + 2e> 异 柠 橡 酸 
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中 


° (pH=7,30C ) 


+0.816 


+0.771 
+0.39 
+0.29 
+0.25 
+0.22 
+0.10 
+0.05 
+0.031 
一 0.03 
-0.06 
一 0.166 
- 0.190 
—0.197 
- 0.290 
- 0.320 
- 0.324 


- 0,420 


-0.30~ - 0.49 
0.55 
_ 0,60 
_ 0.70 
— 0.67 
- 0.38 


有 的 参考 书 采用 了 氢化 电位 数据 , 则 其 氧化 电极 电位 的 形式 应 
写成 | 


二 中 一 ln 一 4.1-22 
ç 中 TD ( a) 

Tr 时 = =Š + RT aed 4.1-22 
或 | .9= 中 十 Emma b) 


所 以 务必 识别 还 原 电 极 电位 方程 与 氧化 电极 电位 方程 的 表达 形式 ， 
以 避免 用 错 公 式 和 数据 。 
对 电池 电动 势 的 近似 计算 中 ,往往 采用 标准 还 原 电极 电位 e° St 
据 和 溶液 中 各 溶质 的 量 浓 度 C(molx dm 局 ); 即 
Ca 
E=(çg° — £) - Edi el (4.1-23) 
分开 np Co Ca 
从 (2.2-10,12) 公 式 AG = — nFE? , — nFE2 = -RTInKw, 或 
E? = 号 InKw, 同 样 也 可 以 得 到 pH=7 时 之 AGe = —nFE°#I ES” = 
了 FInK'a。 应 用 上 述 公 式 ,又 可 以 从 测定 的 Fe 或 已 知 的 半 电 池 入 


求 得 的 ES 来 计算 该 反应 的 平衡 常数 K'。。 
例如 :298K 和 PH=7 时 ,由 

莅 果 酸 盐 + NAD' 二 一 草酸 乙酸 盐 *” + NADH + HT 
反应 所 组 成 的 两 个 半 电 池 之 还 原 电 极 电 位 分 别 为 ! 
NAD: /NADH + H+ 氧 化 还 原 电 偶 的 we 是 - 0.32V; 草 栈 乙酸 
盐 ?~ /苹果 酸 盐 ?- 氧化 还 原 电 偶 的 we 是 - 0.166V。 按 照 这 些 数 
据 , 即 可 计算 在 此 反应 条 件 下 的 平衡 常数 K'。。 由 于 NAD: /NADH 
+ 日 "氧化 还 原 电 偶 在 此 反应 中 是 氧化 电 偶 , 则 其 半 电 池 应 具有 
ç Ë ,而 草 酰 乙酸 盐 ?- /苹果 酸 盐 2- 在 氧化 还 原 电价 中 是 还 原 电 侦 ， 
故 在 电池 中 有 ge 。 于 是 

Ee =çË -9 =-0.320-(-0.166)= -0.154V 
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_ _nFE2 _ 2X96487X (—0.154 
= 2.303RT — 8.314X298 


K'a=6.17x10 "5 
倘若 NAD! r sess, s: 即 可 计算 


logK' —5.21 


NAD+ +2H+ +2e NADH+ H° 
和 

; 站 9: 0 x 90 
et 303RT zal). 0 Ces. 


= -0.32 —0.0282= —0.348V 


4.2 生物 氧化 


通常 ,在 体温 和 近 于 pH = 7 中 性 的 水 溶液 条 件 下 ,细胞 生物 氧 
化 是 在 一 系列 酶 .辅酶 和 中 间 传 递 体 的 作用 下 分 步 进 行 的 。 在 真 核 
细胞 内 的 生物 气 化 一 般 是 在 线粒体 内 进行 ,而 不 含 线 粒 体 的 原核 生 
物 如 细菌 细胞 内 ,生物 氧化 通常 是 在 细胞 障 上 进行 ,氧化 产物 往往 含 
有 CO, 或 了 GO 例如: 
苹果 
FOOOCH,CH(OH)COOH+ NADP' Ho OOOH + (O, + NADPH+ H* 


— H = 
— +H* + O, —H,O+ RA oH 
` H 
CONH;, CONH; 

(NADH) (NAD: ) 


(4.2-1) 


(4.2-2) 
4.2.1 呼吸 链 
生物 体内 代谢 物 的 种 类 繁多 , 它们 的 氧化 过 程 也 不 尽 相同 ， 代谢 
物 上 的 氨 原 子 被 脱氧 酶 激活 脱落 后 ,经 一 系列 的 传递 体 , 最 后 传递 给 
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被 激活 的 氧 分 子 而 生成 水 的 全 部 过 程 , 称 为 呼吸 链 。 通 党 ,此 过 程 也 
称 电 子 传递 体系 或 电子 传递 链 。 

参加 呼吸 链 的 氛 化 还 原 酶 有 : 灿 酰 胺 脱氧 酶 类 、 黄 素 脱 气 酶 类 、 
铁 硫 蛋 白 类 .细胞 色素 类 、 辅 酶 Q 等 。 

作为 呼吸 链 中 传递 体 的 用 种 ,有 的 是 传 毛 体 ,如 脱毛 辅酶 ] 烟 
UI Ra EE y — z TF EË (NAD: ) #l [Í kS B E Ba EE i — Ez tf Fë Et BS 
(NADP" ) , 商 素 腺 嗓 险 二 核 蔡 酸 (FAD) 、 黄 察 单 核 车 酸 (FMN) 、 辅 
B Q(C,Q) 等 ;有 的 是 传 电 子 体 ,如 细胞 色素 酶 系 b、cl、c、a.as 等 ; 典 
型 的 呼吸 链 有 含 NADH 传递 体 或 FADH 传递 笨 的 两 种 ,它们 是 以 
代谢 物 脱 和 毛 的 初始 受 体 之 不 同 而 区 分 的 , 兄 图 4-3。 


2Fezt 


NAD”, yFMNH, eg 8 
(1) ss 人 5 mu e 8 N 
b-c,—-c—aas 
NADH `FMN 2Fe2+ O: s .O 
38 FR 5k FAD C。.QH: 2Fe** QO- H. O 
人 GCT 
Pb 一 ci-c 一 aa 
延 胡 索 酸 


| 


FADH, LO, ú 
Ee zas 3 

4-3 ”以 代谢 物 脱 氧 的 初始 受 体 NAD* 与 FAD 区 分 的 呼吸 链 图 解 

糖 . 脂 防 ,蛋白质 三 大 物质 分 解 代 谢 中 脱氧 的 氧化 反应 , 绝 大 部 
分 是 由 呼吸 链 完成 的 ,所 以 生物 界 认为 NADH 呼吸 链 是 最 广泛 的 生 
物 氧化 过 程 。 以 NAD+ 或 NADP+ 为 辅酶 的 烟 栈 胶 脱 毛 酶 类 等 , 昌 
前 已 知 者 达 200 多 种 。 在 FAD 呼吸 链 中 的 黄 素 脱氧 酶 只 能 催化 某 
些 代 谢 物 赔 氧 。 x 

3438 B k 4 21 BS fi ey JE 38 40184 k S By, Fe Sa Si NAD: 或 
NADP* 首先 和 酶 的 活性 中 心 结合 ,再 与 代谢 物 脱 下 的 氢 结 合 而 还 原 
成 NADH 或 NADPH, 若 有 瑞 受 体 存 在 ,NADH 上 的 日 又 可 被 脱 下 
而 氢化 成 NAP+ 或 NADP+ , 即 
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NAD* +2H(2H* +2e)==NADH+H* 和 =-0.32V 
(4.2-3a) 
NADP+ +2H(2H+ + 2e) 一 NADPH+TH+ — ç° = -0.324V 
(4.2-3b) 
黄 素 脱 氢 酶 类 是 以 黄 素 单 核 背 酸 (FMN ) sk Wa 38 Ha PE n: — E 
酸 FAD 作为 辅 基 ,接受 电子 传递 的 都 是 核 黄 束 的 异 咯 啼 环 。FMN 
或 FAD 与 酶 蛋白 结合 , 酶 催化 代谢 物 MH: 陪 氢 ,将 一 对 氨 原 子 直 接 
传递 给 FMN 或 FAD BJ 5608 EE 3t rü JE I. FMNH; 或 FADH ,它们 进 
行 电子 转移 反应 后 并 未 离开 酶 的 表面 , 即 


MEH:+ 酶 -FMN 一 =M+ 酶 -FMNED (4.2-4) 
MHb + Bš - FAD 一 M+ B — FADH, (4.2-5) 
1 ?1 
N 
¿= H s. 
s: +2H—= = (4.2-6) 
Hs / "í Hs / a ' 
1 H 
P. (FMNH,) 


这 类 酶 除了 需 有 黄 素 核 苷 酸 之 外 ， 人 Fe .Mo 等 金属 离子 方 能 
呈现 催化 活性 。 
铁 硫 蛋白 类 《Fe-S) 的 分 子 中 含有 非 中 呆 铁 和 对 酸 不 稳定 的 硫 ， 
其 活性 部 位 含有 两 个 活 泌 的 无 机 硫 与 两 个 铁 原 子 所 形成 的 铁 硫 中 
sinis n 555 即 | 
Felt +e==Fe2 (4.2-7) 
在 逢 生物 .动物 组 织 中 皆 有 铁 硫 蛋 白 , 常 在 线粒体 内 膜 上 与 黄 罕 类 酶 
或 细胞 色素 结合 而 成 复合 物 。 在 NADH 呼吸 链 中 有 多 个 不 同 的 铁 
硫 中 心 , 有 的 是 在 NADH 脱 氢 酶 中 ,有 的 是 与 细胞 色素 b 及 C, 有 
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关 。 了 解 最 清楚 的 是 细 万 和 叶 录 素 中 的 铁 筑 化 还 厌 蛋 白 ,通常 含有 
等 摩尔 量 的 铁 硫 (FezS; 或 Fa:S4)。 铁 硫 蛋 白 参 与 叶绿素 光合 作用 
过 程 中 的 电子 传递 。 

辅酶 Q 类 是 一 种 脂 溶 性 的 醒 类 化 合 物 ,又 称 泛 酰 , 广 泛 存在 于 
生物 界 , 其 分 子 中 的 茜 栈 结构 既 能 可 道 地 加 毛 还 原 ,也 可 去 氨 氧 化 ; 
与 其 对 应 物 是 对 葵 二 酚 入 生物 ,但 它 不 能 从 底 物 接受 氧 , 仅 是 一 种 中 
疗 传 氨 体 ,电子 传递 链 上 唯一 的 非 蛋 白质 组 分 , 即 

O 


CH CH 
CH [C 本 cr 一 C(CH;)CH,),H 22 
O 
OH 
CH H 
CHs tecH— C(CH,)CH;) H (4.2-8) 
〈 氢 醒 或 称 泛 醇 ) 


OH 

分 子 侧 链 上 异 戊 二 燃 的 n 值 在 6 一 10 之 间 ,n=10 的 Q 是 哺乳 动物 
线粒体 电子 传递 体 的 最 通常 形式 ,不同 来 源 的 辅酶 Q, 其 侧 链 长 度 是 
不 同 的 。 它 在 呼吸 链 中 的 传 毛 顺序 ,究竟 是 在 细胞 色素 b 之 前 还 是 
b 和 之 间 , 具 有 机 动 性 。 辅 酶 Q 是 整个 传递 链 上 唯一 没有 紧密 地 
与 蛋白 质 结合 的 传递 体 , 它 可 在 黄 案 借 白 和 细胞 色素 c 之 间作 为 流 
动 的 电子 传递 体 ,起 着 战略 作用 。 辅 酶 Q 在 植物 光合 作用 的 电子 传 
递 中 ,也 起 着 重要 作用 。 

细胞 色素 4Cyt) 类 是 一 类 以 铁 中 啉 为 辅 基 的 蛋白 质 ,在 呼吸 链 中 
以 铁 化 合 价 的 可 逆 变 化 (Fe* + ee 一 一 Fei+ ) 来 传递 电子 。 目 前 发 现 
的 细胞 色素 有 多 种 ,如 a、as、b、c .cl 等 。 现 在 还 不 能 将 a 与 a 分离， 
则 将 aa 合 称 为 细胞 色素 c 氧化 酶 , 它 以 复合 物 形式 存在 于 传递 体 
的 末端 。 不 同 种 类 的 细胞 色素 的 辅 基 结构 及 其 与 蛋 扫 质 联 结 的 方式 
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是 不 同 的 ,其 中 绍 胞 色素 b.ci ,a、as 具有 玖 水 性 ,它们 与 线粒体 内 膜 
紧密 地 结合 在 一 起 ,成 为 噶 组 成 的 蛋白 , m SH Ma 6 32 c(Cytc) 可 见 图 


4-4 ,能 溶 于 水 , RS 5 B3 E FI < 


Cyt aas $Y y sh k Y @ #kBF-8k2< 5k, 838 Cut + e===Cu` 可 变 
价 的 铀 原子 ,以 其 化 合 价 变化 ,将 电子 从 a 传 到 氧 上 , 故 在 细胞 色素 
体系 中 也 呈 复 合体 的 排列 ,在 典型 的 线粒体 呼吸 链 中 ,其 排列 是 参见 


图 4-5 细胞 色素 顺序 。 


HN- 一 一 一 一 一 一 一 


六 2 
EN = NM 
二 


3 = 
SR "| Ë ua 
`> ~、 === 站 


! 
I 
x N 
kE Š x= cH Soi pu u 
Š _ : R 代表 CH,CH,COOH 
R M M 代表 CH, 


图 44 细胞 色素 CC 可 溶性 的 小 蛋白 质 ,Mr= 13000) 


CH 2F e Y s 2Fe:t 2Fez+ 2Fe:t 2Fez+ 2Cu: 


XY Y= 人 Cyta Xe 大 Cyta, 


Q |2Fet* 2Fes+ A 2Fes+ ‘2Fett 


图 4-5 细 了 哆 色素 4Cyt) 顺 序 电子 转移 链 


质 


(4.2-9) 


H;O 
e 


由 图 4-5 可 知 , 仅 是 最 后 一 个 a 可 被 分 子 氧 直接 氧化 。 这 是 由 
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于 Cyt aas 中 的 铁 源 子 形成 了 五 个 配 位 键 ,还 保留 一 个 配 位 键 能 与 
.COCN 等 结合 ,在 正常 情况 下 具有 与 氧 结合 的 功能 所 至 。 在 其 
余 的 细胞 色素 中 铁 源 子 与 中 啉 环 以 及 蛋白 质 形成 六 个 共 价 键 或 配 位 
键 , 所 以 不 能 再 与 O, .CO CN -等 结合 。 显 然 ,Cyt aas 无 疑 应 排 在 顺 
序 的 最 后 一 位 。 

根据 各 种 电子 传递 体 标准 还 原 电极 电位 we 测定 的 数据 ,以 及 
利用 某 种 特异 的 抑制 剂 切 断 其 中 的 电子 流 后 ,再 测定 电子 传递 链 中 
的 各 传递 体 组 分 之 氧化 还 原状 态 , 又 在 体外 将 电子 传递 体重 新 组 成 
呼吸 链 等 实验 而 得 的 结果 ,认为 呼吸 链 中 氢 和 电子 的 传递 是 有 着 严 
格 的 顺序 和 方向 性 的 。 

各 传递 体 组 分 在 琴 吸 链 上 的 位 置 顺序 与 其 得 失 电子 趋势 的 强 弱 
有 关 , 电 子 总 是 从 低 还 原 电 极 电 位 的 半 电 池 向 高 还 原 电 极 电位 的 半 
电池 方向 流动 ,还 原 电 极 电位 we 数值 越 低 ,供电 子 的 倾向 越 大 , 越 
容易 成 为 还 原 鲁 ,势必 要 处 于 呼吸 链 顺 序 的 前 而 。 

9* 低 一 一 一 高 

= 135 - 0.03 +0.1 + 0.05 

NADH -55% FAN -3% CQ ç b as 
- 0.06 
+0.22 +0.25 + 0.29 +0.816 


C — ——— aa 
l ç -7.72 3 


电子 逐步 转移 方向 一 一 > 

从 gs 值 而 言 ,细胞 色素 b 应 在 CQ 之 前 ,但 其 它 实验 却 证 明细 
胞 色素 b 是 位 于 CQ 之 后 。 上 述 箭 号 下 的 数据 是 按 AG? = - 
nFE° 和 Ee =çË 一 ge 公式 (其 中 m=2) 算 得 的 两 对 氧化 还 原 电 候 
的 自由 能 变化 值 ( 千 焦 )。 

4.2.2 电子 传递 体系 磷酸 化 

J, NADH sk FADH, 经 电子 传递 体系 将 电子 传递 给 氧 形 成 水 
时 ,同时 伴 有 ADP 更 酸化 为 ATP 的 全 过 程 , 称 为 电子 传递 体系 磷酸 
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化 。 电 子 传递 体系 磷酸 化 是 随 电子 传递 过 程 而 进行 生物 体内 能 量 转 
移 的 主要 方式 ,这 是 电子 传递 过 程 和 磷酸 化 反应 偶 联 的 结果 。 通 常 ， 
偶 联 的 磷酸 化 是 指 ADP 与 磷酸 (Pi) 生 成 ATP 的 反应 。 

现在 已 从 实验 弄 清 , 自 NADH 到 分 子 氧 的 呼吸 链 中 ,有 三 个 氧 
化 还 原 过 程 释放 的 能 量 会 转化 为 磷酸 键 能 的 部 位 。 根据 各 氧化 还 原 
电 偶 的 还 原 电极 电位 及 AG2 = - nFEe 公式 的 计算 ,对 比 每 合成 1 
摩尔 ATP 需要 30.54 千 焦 能 量 ,可 知 由 NADH 呼吸 链 中 的 三 个 部 
位 所 释放 的 自 es 在 整个 呼吸 链 中 : 


+O, +NADH+ Ht==*H,O+ NAD* 


Ee =0.816- (~0.32) =1.136V 
AG? = -nFE? = -2x96485x1.136= -219.21 千 焦 /摩尔 

三 个 部 位 : 

(1)NADH 一 > 细胞 色素 

Ee =0.05—-(-0.32)=0.37V, 

AGe = -2x96485x0.37= -71.4 千 焦 /摩尔 

(2) 细 胞 色素 b 一 > 细胞 色素 

E? =0.25-0.05=0.20V, 

AGe = -2x96485x0.20= -38,6 千 焦 / 摩 尔 。 

(3) 细 胞 色素 aa 一 ~O | 

E° =0.816 -0.29=0.526V, 

AG = —2X96485x0.526= — 101.5 于 焦 /摩尔 。 
这 三 个 部 位 所 释放 的 自由 能 足以 供给 形成 ATP 所 需 的 能 量 。 通 过 
测定 线粒体 或 其 制剂 每 消耗 1 摩尔 氧 原子 (0O) 所 消耗 无 机 磷 的 量 
《摩尔 , 即 P/O 上 比值) 来 研究 氧化 磷酸 化 ,这 是 最 常用 的 方法 ,因为 由 


此 可 以 间接 地 得 知 ATP 的 生成 量 。 实 验 表 明 ,NADH 呼吸 链 的 P/ 
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O 值 是 3, 也 就 是 每 消耗 1 摩尔 氧 原子 能 形成 3 摩尔 ATP。 这 与 电 
化 学 实验 所 计算 的 结果 推论 相 吻 合 , 见 图 4-6。 


O, 


NADH—= FMN-—— C,Q —— b ——— c — c —— aas 


À 


ADP ATP ADP ATP ADP ATP 


4-6 NADH 呼吸 链 电 子 传递 体系 磷酸 化 部 位 

FADH, 呼吸 链 的 P/O 值 是 2, 可 以 说 明 消 耗 1 摩尔 氧 原 子 能 形 
成 2 摩尔 ATP。 

从 不 同 底 物 所 得 的 P/O 值 可 能 并 不 完全 相同 ,但 根据 它 参 加 呼 
吸 链 的 P/O 比值 ,可 以 推定 氧化 磷酸 化 部 位 。 

以 电子 传递 的 生物 氧化 与 氧化 磷酸 化 或 呼吸 链 都 是 在 细胞 线 粒 
体内 进行 的 ,所 以 线粒体 在 细胞 内 犹如 一 供应 电能 和 电讯 号 的 微 电 
池 。 


4.3 氧化 磷酸 化 作用 机 理 


在 细胞 浆 中 的 NADH 不 能 通过 正常 的 线粒体 内 膜 , 即 胞 浆 中 进 
行 糖 配 解 所 产生 的 NADH, 若 要 进 人 线粒体 内 呼吸 链 氧 化 生成 
ATP, 务 必 经 历 较 复杂 的 过 程 ,目前 所 了 解 的 仅 是 线粒体 之 外 的 
NADH 将 其 所 带 的 H 转交 给 某 种 能 透 过 线粒体 膜 而 担任 穿梭 任务 
的 化 合 物 , 例 如 a- 磷酸 甘油 ,苹果 酸 等 。 由 它们 进入 线粒体 内 之 后 再 
进行 氧化 , 层 胞 液 中 的 ao- 磷酸 甘油 脱 氢 酶 可 以 促进 磷酸 二 羟 丙 酮 与 
NADH 交换 H 而 还 原 成 = 磷酸 甘油 , 它 能 穿 透 到 线粒体 内 ,再 由 线 
粒 体内 另 一 种 -磷酸 甘油 脱氧 酶 催化 所 进入 的 上 磷酸 甘油 脱毛 , 形 
成 FEADH 和 磷酸 二 卷 丙酮 ,后 者 又 能 返回 线粒体 外 ,而 线粒体 内 的 
FADH, 通过 呼吸 链 电 子 传递 体系 产生 ATP. 

上 述 ADP 磷酸 化 为 ATP 需 在 线粒体 内 进行 ,但 ADP 和 ATP 
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均 不 能 且 由 地 通过 线粒体 内 膜 , 务 必 在 内 膜 上 的 踪 昔 酸 转 位 酶 作用 
下 方 能 定向 地 将 胞 浆 中 的 ADP 运 入 线粒体 ,又 将 ATP 运 出 ,这 种 定 
条 交 换 转 运 有 利于 和 氧化 磷酸 化 顺 利 地 进行 。 克 酸化 所 需 的 无 机 磷酸 
《Pi 也 必须 在 特异 的 磷酸 转 位 槛 作用 下 与 OH” (或 苹果 酸 ) 交 换 转 
运 人 线粒体 内 。 

氧化 与 磷酸 化 如 何 偶 联 ,号 前 有 一 些 偶 联 学 说 ,其 中 得 到 较 多 文 
持 者 的 是 化 学 渗透 学 说 ,其 主要 内 容 是 : 

(1) 在 呼吸 链 中 的 传 氧 体 与 电子 传递 体 是 相间 交替 按 顺序 起 作 
用 的 ; 

《2) 在 呼吸 链 中 的 催化 反应 是 定向 的 , 传 氧 体 自 线粒体 内 膜 之 内 
侧 接受 底 物 的 氧 (2HD ,将 电子 转 给 其 后 的 电子 传递 体 , 犹 似 氧 泵 作 
用 而 将 2H' 泵 出 内 膜 ，; 

(3}) 泵 出 膜 外 侧 的 H! 不 能 自由 地 通过 内 膜 而 返回 内 侧 ,致使 内 
膜 外 侧 的 H* 离子 浓度 高 于 内 人 柚 ( 使 pH 差 1 个 单位 左右 ), 造 成 H* 
离子 浓度 的 跨 膜 梯 度 电 位 差 , 狐 如 电池 两 极 离子 浓度 差 所 引起 的 电 
位 差 而 含有 电能 一 样 ,导致 原 有 的 外 正 内 负 的 跨 膜 电位 差 增高 ; 

(4)H' 浓 差 所 含 的 能 量 可 用 于 合成 ATP( 即 ADP + Pi — ATP 
+HzoD) ,其 机 理 是 假定 内 鹏 中 有 传递 能 量 的 中 间 物 X 和 IO ,在 车 
近 内 膜 的 外 侧面 能 与 泵 出 的 H * 结合 成 酸 式 中 间 物 XH 和 IOH, 两 
者 脱水 而 形成 XI, 其 结合 键 能 含有 来 自 H' 浓度 差 所 引起 的 电位 差 
之 能 量 ; 

(5)X-I 可 扩散 到 碟 的 内 侧面 ,在 ATP 合成 酶 的 众 化 下 将 键 间 
能 量 转移 给 ADP 和 Pi 而 促使 合成 ATP, X H T H W ñj H * 浓度 较 
低 , 有 利于 X-I 离 解 重新 恢复 碱 式 X 和 IO- 之 存在 ,这 样 就 使 膜 外 
侧 的 2H 转化 成 膜 内 侧 的 2H ` , BP 

2H+ +X +IO ——XH+ OH (4.3-1) 

内 膜 外 侧 XH+ [IDH —*X—I' t H,() (4.3-2) 

内 膜 内 便 X 一 1+ ADP+ pi ATP SEN ATP+X-+IO- +2H+ (4.3-3) 

(6) 膜 内 全 的 2H 能 被 下 一 个 传 氨 体 (例如 FMN 或 CQ 等 ) 接 
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受 , 又 进行 上 述 电子 和 和 氨 原 子 的 转移 反应 ,最 后 内 侧 的 2H ”被 CO 
结合 生成 HO, 传 氨 体 每 接受 2H 和 和 泵 出 2H* (2 摩尔 ) 可 产生 1 EE 
ZR ATP,NADH 呼吸 链 机 理 中 所 接受 和 之 出 的 3 对 氢 原 子 , 可 以 生 
成 3 摩尔 ATP。 

化 学 渗透 学 说 对 电子 传递 顺序 的 设想 与 前 述 呼吸 链 不 完全 一 
致 , 即 辅酶 Q 是 列 在 细胞 色素 b 和 上 之 间 。 虽 然 对 氧化 磷酸 化 的 作 
用 机 理 给 予 一 定 的 解释 ( 见 图 4-7), 但 有 的 仅 停 留 于 设想 , 尚 待 进 一 
步 研究 。 


图 4-7 化 学 渗透 学 说 示意 图 
(1)、{2) 3) 分别 表 示 三 次 偶 联 玖 酸化 的 氢 离 子 传递 


生物 体内 大 多 数 的 ATP 是 随 着 氧化 磷酸 化 产生 的 , 它 也 是 一 种 
中 同 能 量 传递 体 ,例如 ATP 可 以 将 磷酸 键 转 给 肌 酸 形成 肌肉 或 脑 组 
织 能 量 妨 存 的 磷酸 肌 酸 , 即 


ATP+ FoNC ( — NH) N (CHS)CH,O0OH 人 全 


3 


a 一 res - 
hr aaa - <=. ar A ro Ar — — — Lom aen. 


ADP + HOOCCH;,N(CHs)C( 一 NHJNH 一 加 (4.3-4) 
BE E JES 


另外 ,ATP yeni y I| ES R S2564⁄&2s UDP、CDP、GDP 而 依次 生成 
用 于 多 糖 合 成 的 UTP、 用 于 磷脂 合成 的 CTP sk F] T s£ Fa EA S BR ij 
GTP 等 。 于 是 ATP 具有 的 化 学 能 可 以 转变 为 生物 体内 各 种 所 需要 
的 能 量 ,如 合成 所 需 的 化 学 能 ,生物 电 所 需 的 电能 等 。 

昌 然 以 上 独立 地 讨论 了 呼吸 链 的 电子 传递 过 程 、 氧 化 磅 酸化 作 
用 ,以 及 上 几 章 中 的 糖 酵 解 或 脂肪 酸 的 B 氧 化 作用 、 三 送 酸 循环 
(TCA), 但 它们 在 生物 机 体 中 是 连续 而 高 度 统一 与 相互 关联 地 来 完 
成 的 ,因此 能 满足 细胞 对 代谢 和 能 基 的 需要 。 

总 之 ,电子 传递 与 磷酸 化 作用 是 紧密 地 相 偶 联 的 , 即 电 子 的 转移 
导致 ATP 的 生成 ,ATP 的 合成 推动 着 电子 流动 。 在 细胞 中 [ATPJj/ 
[ADPJ 的 比例 对 调节 呼吸 器 中 的 还 原型 辅酶 之 积累 或 消耗 方面 起 着 
重要 作用 。 在 需要 的 NADH 或 其 它 电子 源 、 氧 .Pi 和 ADP 等 中 ,由 
于 前 三 者 不 易 出 现 速率 的 限制 浓度 ,所 以 调节 氧化 磷酸 化 作用 速率 
的 最 重要 物质 是 ADP,ADP 的 合 量 对 于 克 酸 化 作用 在 热力 学 和 和 动力 
学 上 均 有 着 紧密 关系 。 当 ATP 用 于 细胞 活动 中 而 被 消耗 , 则 [ATP] 
降低 而 LADP] 升 高 ,这 就 推进 ATP 的 合成 ,激发 电子 加 快 传 递 , 辅 酶 
进行 青 循环 , 底 物 因而 被 氧化 ,同时 氧 被 消耗 。 当 ATP 在 细胞 中 积 
累 时 ,ADP 浓度 相应 下 降 , 电 子 传递 碱 慢 (或 停止 ) ,辅酶 处 于 还 原型 
而 不 能 用 来 作为 电子 受 体 ,整个 呼吸 代谢 就 受到 有 效 的 抑制 。 这 种 
调节 电子 传递 链 的 活性 是 属 氧化 磷酸 化 速率 的 调节 也 称 为 呼吸 调 
节 。 


4.4 P.Mitchell 的 化 学 渗透 偶 联 假说 
及 其 实验 探讨 


P. Mitchell 首先 提出 偶 联 的 化 学 渗透 模型， 近来 已 获得 大 量 的 
事实 证 明 而 得 到 越 来 越 多 的 支持 。 他 假设 伴随 着 电子 传递 过 程 的 氢 
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转移 的 传递 体 在 线粒体 内 膜 上 是 不 对 称 地 分 布 着 ,电子 的 传递 过 程 
总 是 伴 有 质子 从 线粒体 里 屋 产 生 向 膜 外 迁移 ,形成 质子 在 腊 内 外 的 
跨 膜 浓度 差 , 即 跨 膜 pH 梯度 。 电 子 传递 与 质子 向 量 转移 是 相 偶 联 
的 ,在 电子 传递 和 质子 转移 过 程 中 所 引起 的 自由 能 变化 可 形成 膜 电 
化 学 电位 ,这 种 电位 对 合成 ATP 提供 了 驱动 力 , 作 为 ATP 合成 的 酶 
系统 也 以 不 对 称 的 复合 物 被 组 织 在 内 膜 中 。 

在 电子 传递 过 程 中 , 膜 电位 所 引起 的 质子 迁移 力 (pmf) 也 包含 
跨 膜 pH 梯度 的 影响 ,这 是 由 于 总 化 学 电位 随 跨 膜 质子 浓度 差 而 变 
化 ,并 正比 于 质子 迁移 力 (pmf), 以 公式 表达 为 


AP=Ay -LAH (4.4-1) 


式 中 AP 一 一 代表 质子 迁移 力 ; 
Ab 一 一 代表 跨 膜 电位 差 ， 
F 一 一 代表 法 拉 第 常数 。 
从 实验 发 现 ,电子 的 传递 可 导致 跨 线粒体 内 膜 pH 梯度 约 1.4 单位 ， 
形成 的 膜 电位 出 约 为 0.14V。 电 子 在 膜 内 传递 的 结果 ,也 能 建立 器 
细菌 质 蜡 的 款 子 迁移 力 ; 在 叶绿体 的 光合 克 酸 化 作用 过 程 中 会 产生 
跨 叶绿体 类 守 体 膜 的 原子 迁移 力 。 不 过 ,类 训 体 膜 里 的 pH HHR BG 
质 周 围 要 低 , 此 pH 梯度 方向 正好 与 线粒体 相反 。 线粒体 内 膜 对 质 
子 的 不 通 透 性 可 以 被 某 些 物质 如 二 硝 基 茶 (DNP) 破 坏 ,使 膜 对 质子 
其 有 通 透 性 ,以 致 具有 pmf 的 系统 因 质 子 跨 膜 主 动 漏 回 而 梯度 消 
失 , 不 能 形成 bmf 也 就 不 会 生成 ATP, 由 班 不 仅 证 实 氧 化 磷酸 化 作 
用 中 pmf 的 存在 ,而且 显示 了 其 重要 性 。 I 
电子 传递 体 是 跨 膜 定向 传递 质子 的 主动 传输 体系 ,该 体系 的 三 
个 能 量 储 存 位 置 中 之 传递 体 必 须 不 对 称 地 排列 在 膜 内 。 用 各 种 技术 
(包括 专 一 抗体 、 对 糖 蛋 白 中 特定 糖 基 有 高 亲和力 的 蛋白 质疑 集 素 等 
的 结合 ,蛋白 水 解 酶 和 不 透 过 膜 试剂 来 标记 等 等 ), 通 过 以 完整 线 粒 
体 和 由 超声 波 处 理 制 得 的 内 膜 片 段 ( 亚 线粒体 微粒 ) 重 新 构成 的 训 泡 
〈 腊 内侧 外 翻 ,通常 朝 门 线粒体 基 贰 的 一 侧 表面 转 为 朝 外 ,一 般 朝 状 
”133 ` 


S ee os < “mes =s 
rn -.. 


胞 质 的 一 侧 表面 转 为 向 内 ) 进 行 对 比 研 究 ,清楚 地 发 现 ,每 一 个 储存 
部 位 均 不 对 称 地 排列 而 横 跨 膜 内 。 例 如 细胞 色素 氧化 酶 复合 物 只 在 
向 胞 质 的 表面 结合 细胞 色素 c, 在 向 基质 的 表面 结合 氧 ,并 按 一 个 方 
向 传递 质子 。 这 些 情况 表明 ,传递 体 在 膜 中 有 特定 的 排列 顺序 。 

A.Jagendorf 将 叶绿体 保持 在 pH 4 液 中 数 小 时 之 后 (类 球体 内 
容 物 达到 pH 平衡 ) ,突然 把 叶绿体 移 人 pH 8 的 缓冲 溶液 中 ,暂时 话 
发 出 跨 类 讼 体 膜 的 pH 梯度 , 即 类 奈 体 盘 外 的 基质 pH u K Tik N, 
发 现 加 入 ADP 和 磷酸 时 ,pH 梯度 随 ATP 的 突然 合成 而 消失 。 同 样 
结果 在 线粒体 中 也 可 观察 到 。 这 表明 pmf 是 通过 电子 传递 (氧化 或 
光合 引起 ) 产 生 的 ,并 促使 了 ATP 的 生成 。 所 以 ,可 以 这 样 说 :在 线 
粒 体 中 ATP 的 合成 会 华 有 质子 模 跨 内 膜 的 向 内 运动 ,而 叶绿体 则 是 
质子 横 跨 类 事 体 膜 向 外 流动 。 它 不 需要 假设 的 可 传递 能 量 的 化 学 上 
或 构象 上 的 中 间 物 。 

对 一 种 嗜 盐 细 菌 中视 紫红 质 ( 紫 色 腊 部 分 的 蛋白 质 ) 的 研究 ,发 
现在 有 氧 的 条 件 下 这 种 细菌 可 以 通过 氧化 克 酸 化 作用 合成 ATP, 
当 缺 氧 时 可 利用 光照 射 ,细菌 视 紫 红 质 起 着 从 里 面向 细菌 外 面 泵 出 
质子 ,这 样 生 成 的 pmj 能 在 呼吸 链 的 功能 完全 没有 时 促进 生成 
ATP。 由 此 研究 成 果 进 一 步 了 解 到 pmf 是 电子 传递 和 合成 ATP 之 
间 最 可 能 的 偶 联 枢纽 。 

用 电子 显微镜 观察 ,已 直接 见 到 由 pmf 所 驱动 线粒体 和 叶绿体 
(以 及 细菌 的 质 膜 ) 的 ATP 生成 酶 系统 狐 似 电子 传递 系 那样 定向 地 
定位 于 膜 中 。 在 内 膜 特殊 折 和 合 造 成 的 赌 ( 中 间 高 起 部 位 ) 上 ,有 直径 
约 8.5nm 球状 突出 物 , 倚 5.0nm 长 ,3.0nm 宽 的 柄 与 内 膜 连接 , 它 
是 膜 ATP 会 成 酶 复合 物 的 组 成 部 分 。 现 称 偶 联 因 子 Fi ,是 由 五 条 
不 同 多 肽 组 成 的 襄 合 物 , 相 对 分 子 质量 (旧称 分 子 量 ) 约 为 36 万 。 若 
它 从 亚 线 粒 体 膜 上 脱落 ,脱落 后 的 膜 虽 仍 能 进行 电子 传递 ,但 不 能 再 
合成 ATP, 将 球状 突出 物 Pi 放 回 到 脱落 颗粒 上 时 ,ATP 合成 的 能 力 
又 被 恢复 。 

线粒体 ATP 合成 系统 的 另 一 主要 成 分 称 作 Fu, 包 埋 在 线粒体 
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膜 内 ,与 Fl 由 几 个 蛋白 组 成 的 柄 连接 一 起 。 当 跨 刚 pmf 通过 F, 来 
驱动 ATP 合成 时 , F. 是 质子 流动 的 通道 并 控制 着 质子 的 流动 和 
ATP 的 合成 速度 。 

关于 pmf 驱动 ATP 合成 的 设想 ,现在 还 存在 几 个 关键 性 问题 ; 
一 则 尚 需 探讨 务必 通过 F. 通道 从 而 引起 磷酸 化 作用 的 质子 数 ; 另 一 
是 有 关 质 子 迁 移 时 驱动 ATP 合成 的 机 理 , 因 为 且 前 仍 停留 在 猜 浏 
中 。 对 于 质子 如 何 通过 F. 通道 的 移动 而 放 能 驱动 ADP 通过 F, IR 
能 产生 磷酸 化 作用 生成 ATP 的 问题 ,Mitchell 又 提出 了 质子 流 在 Ri 
活性 位 置 上 的 直接 相互 作用 的 看 法 ;Boyer 提出 是 通过 酶 复合 物 的 
构象 偶 联 传递 的 观点 ;Racker 也 提出 了 在 pmf 作用 下 从 F, 的 ATP 
合成 酶 上 置换 Mg 的 模型 。 

综 上 所 述 ,pmf 很 可 能 是 ATP 合成 的 驱动 力 , 在 大 多 数 情 况 下 ， 
跨 膜 维持 着 一 个 稳 态 的 pmf ,并 从 辅酶 到 氧 逐个 地 连续 不 断 地 调节 
着 电子 的 传递 ,致使 向 外 菜 出 的 质子 和 为 了 合成 ATP 的 需要 而 向 内 
的 质子 流 按 所 需 速 度 达 到 相互 平移 。 


4.5 无 机 所 参与 的 电子 转移 体系 


4.5.1 固氮 电子 传递 体系 

一 些微 生物 所 具有 的 固氮 酶 系 可 以 将 空气 中 吸附 的 氨 分 子 离 解 
活化 ,并 与 氧化 脱 氢 酶 -氢化 酶 系 催 化 供 氨 体 ( 倒 如 丙酮 酸 ) 所 提供 的 
氢 乏 步 合 成 氨 。 固 氮 酶 系 又 是 一 个 电子 传递 体系 , 它 利 用 一 系列 氧 
化 还 原 将 电子 逐步 转移 给 氮 原 子 。 固 氨 酶 的 电子 传递 体系 的 作用 见 
图 4-8。 根 据 科 学 家 们 对 固氮 酶 系 电子 传递 的 顺序 构思 , 铁 众 化 剂 
在 工业 生产 中 将 N, 和 H, 合成 氨 时 的 表面 吸附 活化 氮 , 与 氨 逐 步 结 
合 机 理 的 分 子 水 平 研究 成 果 , 推 定 氨 原子 从 供 氨 体 上 脱 下 时 ,将 电子 
按 铁 氧 还 蛋白 , 铁 蛋 白 . 钼 铁 蛋白 逐一 传递 给 在 钥 铁 蛋白 上 解 离 的 气 
原子 ,使 其 逐步 带 负 电 , 随 即 与 H' 结 合 ,经 三 步 合 成 氨 、 

上 述 的 固氮 反应 是 氮 的 还 原 过 程 ,该 过 程 需 要 电子 供 体 , 当 电 子 
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从 固氮 酶 中 的 铁 蛋 白 传 递 给 钥 铁 蛋白 (电子 供 体 ) 时 ,还 需要 ATP 参 
与 提供 能 量 而 活化 电子 与 N, ,其 协同 作用 促使 N, 分 子 解 离 成 带 负 
电 的 “ 氮 离 子 ”, 从 而 与 氨 离 子 逐 个 结合 成 NH3 ,其 总 反应 式 为 : 
N, +6H7 +6e- + nMgATP -一 -2NH + nMgADP + nPi 
(4.5-1) 

ATP 是 以 与 M 罗 + 生成 络 合 物 形 式 , 在 参与 铁 蛋 焉 的 电子 传递 中 供 
应 能 量 的 ,从 另 一 角度 而 言 , 对 于 活化 钻 铁 蛋白 的 催化 作用 有 着 重要 
贡献 ,导致 氮 原 子 越过 势 鸡 形成 负离子 ,为 合成 揽 作 了 有 利 的 准备 。 

现在 已 发 现 不 同 的 固氮 微生物 有 不 同 之 电子 供 体 ,固氮 菌 的 电 
子 传递 体系 比较 复杂 ,有 铁 蛋 白 和 黄 素 蛋白 等 参与 。 
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图 4-8 ”固氮 酶 系 电子 传递 体系 示意 


4.5.2 氮 的 氧化 物 还 原生 成 氨 

实验 证 明 ,植物 与 微生物 可 还 谨 硝 酸 盐 而 使 之 转化 为 毛 , 通 常 ， 
科学 工作 者 认为 该 还 原 过 程 是 经 几 个 步 综 完成 的 。 硝 酸 盐 还 原 成 亚 
硝酸 是 由 宵 酸 还 原 酶 系 催化 进行 的 ,此 酶 系 含 有 狂 与 FAD 辅酶 , 属 
于 钼 黄 素 蛋白 一 类 。 在 该 酶 催化 NO; 还 原 中 , FAD 和 M; 5 — 
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M; ° 起 着 电子 传递 体 作用 ,而 My5 一 一 Ms* 是 催化 活性 中 心 , 它 把 
2 个 电子 交 给 NO; ,然而 硝酸 还 原 酶 尚 需 2H' 夺取 NO; 上 的 OO 而 
生成 水 ,所 以 又 需 NADH 为 供 毛 体 。NO; WJ NO; 的 过程 可 参 
阅 图 4-9 所 示意 。 总 的 氧化 还 原 反 应 式 为 : 
NO; +NADH+H!——NO; + NAD' + HO (4.5-2) 
关于 亚 硝 酸 盐 还 原 为 氮 的 过 程 ,是 由 叶绿体 中 亚 硝 酸 还 原 酶 俊 
化 完成 的 ,其 氧化 还 原 电 子 转移 反应 式 为 
NO; +6e +7H 一 ~NEH3 + 2H;O (4.5-3) 
式 中 6 个 电子 来 源 于 还 原型 铁 氧 还 蛋白 ,但 催化 的 中 间 过 程 还 不 很 
清楚 ,NO; 如 何 被 还 原 为 正 一 价 氮 , 又 如 何 还 原 为 负 -- 价 氮 等 两 步 
又 尚未 探讨 清楚 。 根 据 握 的 氧化 物 NO 在 亚 硝 酸 还 原 酶 的 M, 或 Fe 
上 接受 电子 , 推 想 可 能 有 NO -形态 正 一 价 所 和 铁 催化 剂 上 有 NH 形 
态 的 负 一 价 氮 存 在 ,可 用 图 4-10 表达 氮 的 价 数 变化 。 


ee 3 FAD -六 2Mo+5 一 一 1. 
NAD* FADH; “Mo NOF 
— _ 2e__ 


图 4-9 ”硝酸 还 原 酶 系 催化 NO; 还 兰 示 意 


4(H+ 十 NADH) 供 氢 体 


XS R. = 
4NAD- 2e 2H! | 2e 2H+ 2e 2H+ 2e 2H+ 
让 
H;,O H;O H,O 


图 4-10 和 氮 在 还 原 酶 系 催化 下 的 价 数 变 化 示意 
供 氢 体 (NADH+ Ht ) 或 FADH, 各 自 均 含 有 一 对 高 转移 势能 的 
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电子 和 高 转移 力 的 质子 。 所 以 ,在 生物 氧化 还 原 电子 传递 过 程 中 , 往 
往 需 伴 有 辅酶 (NAD' 或 FAD) 的 转移 H 或 转移 e 的 变化 。 如 条 它 
们 将 H( 或 e) 供 给 氧 分 子 , 便 会 释放 出 大 量 自 由 能 给 予 肌体 ,以 满足 
生命 活动 的 需要 , 即 


NADH + H* + 六 一 >NAD+ +HO AG = -220.08 千 焦 /摩尔 


FADH + 方 0 —>FAD+ EbO AGe = 一 181.59 千 焦 /摩尔 


不 过 ,来 自 NADH 的 电子 可 能 先 经 过 FMN ,然后 按 还 原 酶 系 中 的 传 
递 次 序 , 经 一 个 个 相 邻 的 传递 体 往 下 传递 ,最 后 才 传 递 给 需 还 原 的 物 
质 ( 如 氧 ) 而 进行 还 原 反 应 。 


4.6 电子 转移 反应 与 线粒体 关系 


呼吸 链 之 电子 传递 体 是 内 膜 组 成 组 分 。 三 羧 酸 循环 .脂肪 酸 的 
B 氧 化 和 氨基 酸 分解 代 谢 等 的 酶 除 与 内 膜 结合 的 FAD 脱毛 酶 之 外 ， 
均 被 认为 包容 于 线粒体 内 膜 所 含 的 半 流 动 性 间 贰 中 ,而 ATP 合成 酶 
复合 物 F. 成 分 又 是 包 埋 在 线粒体 内 膜 所 形成 的 贱 膜 内 。 所 以 , 真 核 
细胞 中 除了 丙酮 酸 是 在 细胞 质 由 糖 酵 解 产生 外 ,所 有 呼吸 代谢 都 是 
在 线粒体 内 进行 的 ,葡萄 糖 完全 分 解 过 程 中 所 形成 的 ATP, 除 了 2 
个 之 外 其 余 的 均 在 线粒体 中 合成 。 

在 钨 质 中 许多 低 相对 分 子 质量 的 溶解 物 能 自由 地 渗透 线粒体 外 
膜 ,可 是 对 于 内 膜 , 仅 在 膜 上 有 专 一 传递 系统 的 有 机 分 子 方 能 跨 内 膜 
转运 ,例如 丙 国 酸 、 检 榜 酸 、 芝 果 酸 . 反 丁 烯 二 酸 、 正 珀 酸 、 天 冬 氨 酸 、 
谷 氨 酸 .co- 酮 成 二 酸 和 脂肪 酸 ,还 有 磷酸 类 ADP 和 ATP。 这 些 专 一 
传递 系统 经 常 是 传递 一 种 溶解 物 向 内 转运 时 ,伴随 着 另 一 种 溶解 物 
向 外 运行 ,例如 二 其 酸 传 递 系 统 允 许 苹 果 酸 \、 正 珀 酸 及 反 丁 烯 二 酸 彼 
此 互 欣 转运 ,或 它们 中 任何 一 种 可 和 磷酸 类 互 换 转运 。 三 羧 酸 传递 
系统 可 使 柠 榜 酸 和 异 柠 榜 酸 间 彼此 互 挽 ,或 者 和 二 凌 酸 传递 系统 传 
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递 的 二 羧 酸 进 行 互 换 转 运 , 它 们 对 应 地 穿梭 转运 而 形成 一 对 称 梭 系 ; 
有 的 有 机 小 分 子 转运 时 ,是 与 质子 向 线粒体 运动 相 偶 联 , 并 被 质子 跨 
膜 运动 所 驱动 ,例如 在 胞 质 中 糖 酵 解 产生 的 丙酮 酸 ,是 在 线粒体 中 通 
过 三 送 酸 循环 而 消耗 的 , 它 是 由 一 个 质子 向 内 转移 的 同时 推动 向 内 
转移 的 ,可 以 说 丙 瑚 酸 转 运 依 赖 于 跨 线粒体 膜 pH 梯度 的 存在 和 大 
小 。 

由 于 线粒体 内 膜 对 一 些 辅酶 如 NAD* 、NADH、NADP+、 
NADPH.GA 和 乙酰 -CoA 等 没有 专 一 传递 载体 ,它们 都 不 能 通过 内 
膜 ,而 在 线粒体 内 外 被 物理 地 分 开 。 在 胞 质 中 生成 的 所 有 NADH 必 
须 通 过 电子 向 内 转运 至 内 膜 电 子 传递 链 上 ,而 NADH 本 身 不 能 透 入 
膜 中 。 于 是 胞 质 中 的 NADH 只 能 转移 其 电子 给 有 机 分 子 ,然后 由 有 
机 分 子 载运 电子 至 线粒体 ,在 那里 被 氧化 而 将 电子 转移 给 内 膜 里 的 
辅酶 分 子 。 

4.6.1 磷酸 二 羟 丙 醒 /3- 磷 酸 甘 油 梭 系 

最 普通 的 传递 系统 是 磷酸 二 羧 丙 柄 /3- 磷 酸 甘 油 检 系 。 在 胞 质 
中 生成 的 NADH ,由 磷酸 甘油 脱 氢 酶 催化 ,将 电子 转移 给 磷酸 二 羟 
丙酮 而 进行 氧化 还 原 反 应 ,得 到 3- 磷 酸 甘 油 和 NAD- , 即 

H,COHC(— O)CH,O@+ NADH+ H: Ëf 


HCOOHCHOHCH;OD+ NAD+ 
(4.6-1) 
3- 磷 酸 甘 油 会 扩散 而 进入 线粒体 外 膜 ,并 遇 到 位 于 内 膜 外 例 由 
FAD 连接 的 磷酸 甘油 脱氧 酶 催化 而 再 氧化 , 即 


H;COHCHOHCH,OD+ FAD( 与 酶 结合 ) SEP, 


H,GOHC€= 0)CH2OB+ FADH,( 与 酶 结合 ) (4.6-2) 
在 反应 中 生成 的 磷酸 二 卷 丙 酮 又 返回 到 细胞 质 里 ,在 膜 外 是 另 一 
NADH 分 子 氧 化 的 电子 受 体 ,参见 图 4-11。 电 子 通 过 位 于 内 膜 里 的 
还 原 酶 复合 物 被 传递 到 辅酶 Q. NADH 脱毛 酶 ,天 珀 酸 脱 氨 酶 也 和 
磷酸 甘油 脱 氢 酶 类 网。 
细胞 质 中 生成 的 NADH 和 内 膜 结合 于 酶 的 FADH, 间 , 其 自由 
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细胞 质 £ = 
线粒体 BD) 线粒体 内 膜 线粒体 基质 
NADH 8EEQ — 2 3 ÉB + BsE2 — F IS ËR FADH, I 
k: 

mM 3-8 线 演 体内 膜 外 表 | 小 "电子 传递 

酸 甘 油 脱 揽 酶 3- 谤 酸 甘 油 陪 给 辅酶 QQ 
NAD+ '3- 8$8Ë% H 3b--Tr 


= Ñ 
—* 3-8 H 7 FAD 


图 4-11 3.988840 9688 — Fe PIN £ PJ a kt š NADH 转移 
# Tp fKSK RES Tire w F 00 1L3S 
电子 以 3- 磷 本 甘油 形 式 遇 内 运送 


能 变化 的 差 值 约 为 
AG = — nF[ (gün, — Pom = -2x96485x[-0.06-(-0.32)] 
= — 50.17 +š 


这 种 自由 能 差 值 可 放 能 做 电 功 , 导 致 该 梭 系 的 电子 向 内 转运 成 为 单 
阿 不 可 逆 的 。 进 入 的 电子 直接 从 结合 在 内 膜 脱 和 氢 酶 上 的 FADH, 转 
移 到 辅酶 QQ。 电子 的 转移 越过 了 上 电子 传递 链 上 第 一 个 能 量 储 存 位 
置 , 因 此 ,每 对 电子 只 能 产生 2 个 ATP 分 子 ,而 线粒体 脱毛 酶 系统 连 
接 NADH 的 氧化 作用 可 得 3 个 ATP 分 子 。 对 于 磷酸 甘油 /磷酸 二 
Ze VN 42 # , H T B$ 6 H W 48 03 Rš #F3 8159 S 3 Bs 3 4k m pu pe Nz 
二 羟 丙 酮 ,并 作为 互 换 的 梭 系 则 不 会 让 磷酸 二 羟 丙 酮 进入 线粒体 内 。 

4.6.2 苹果 本 /天 冬 上 所 王权 系 

莘 果 酸 / 天 冬 氨 酸 权 系 却 有 可 能 进出 肝脏 和 心脏 细 胸中 的 线 粒 
内 膜 而 实现 互 换 。 由 线粒体 外 NADH 转移 的 电子 ,在 胞 质 中 特有 的 
苹果 酸 脱 和 毛 酶 的 同 功 酶 催化 下 ,用 于 还 原 草 醇 乙 酸 成 为 苹 打 酸 , 且 通 
过 专 一 传递 系统 将 其 转运 到 内 膜 ,又 被 线粒体 的 苹果 酸 脱 氢 酶 的 问 
荔 酶 催化 ,与 基质 中 的 NAD- 发 生 氧 化 还 原 反 应 而 生成 草 酰 乙酸 和 
NADH, 净 结果 是 电子 从 胞 质 里 的 NADH 转移 至 基质 里 之 NADH。 
在 此 情况 下 , 电子 向 内 转移 的 驱动 力 是 胞 质 和 线粒体 中 辅酶 NADH 
的 相对 浓度 , 它 也 会 形成 膜 电 位 。 

- 162 ° 


由 于 这 种 梭 系 是 双向 的 ,而 且 草 酰 乙酸 不 能 透 过 内 膜 , 故 革 果 酸 
/天 冬 氨 酸 梭 系 ( 见 图 4-12) 比 磷酸 甘油 /磷酸 二 羟 丙 酮 梭 系 更 为 复 
杂 。 草 酰 乙 酸 可 在 谷 草 转氨酶 催化 下 生成 天 冬 氨 酸 ,并 跨 膜 运转 到 
虎 外 ,又 在 该 转氨酶 催化 下 进行 道 反应 而 形成 草 酰 乙 酸 。 因 此 ， 
NADH 路线 粒 体 内 膜 转 运 电 子 , 由 于 章 酰 乙酸 不 能 渗透 内 膜 , 则 由 
苹果 酸 一 天 冬 氨 酸 和 a- 酮 成 二 酸 一 谷 氮 酸 二 个 梭 系 中 各 自 对 应 物 的 
互 换 来 完成 。 

具有 ATP 合成 酶 活性 的 Fi 因子 位 于 基质 一 边 内 膜 的 贱 上 ,所 
以 伴随 电子 传递 生成 的 ATP 是 在 膜 里 面 ,而 在 细胞 中 ATP 参与 的 
代谢 过 程 大 多 是 于 线粒体 外 面 ,ATP 通过 专 一 的 传递 载体 系统 向 外 
流动 并 与 ADP 偶 联 向 内 转移 。 


各 所 酸 舌 - 酮 成 一 酸 梭 系 传递 体 


. a H k — 
天 冬 氨 酸 


FE b 8 BË Ff 线 粒 质 
体内 膜 苹果 酸 /天 冬 氨 酸 梭 系 传递 体 


图 4-12 从 NADH 跨 线 粒 体 内 膜 转运 电子 的 苹果 酸 -天 冬 氨 酸 和 
谷 氨 酸 -a- 酮 成 二 酸 两 校 系 


4.7 光合 作用 


人 和 动物 务必 摄 入 和 利用 糖 类 化 合 物 ,但 不 能 在 机 体内 将 CO, 
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和 H,O 合成 糖 类 化 合 物 。 可 见 , 其 分 解 代谢 最 后 经 三 羧 酸 循环 或 磷 
酸 上 成 糖 循环 等 彻底 氧化 成 H,O 和 CO, 是 一 不 可 道 过 程 。 

光合 细菌 和 绿色 植物 可 以 利用 太阳 光 的 电磁 能 ,驱动 CO, 和 
HzO 进行 逆向 反应 合成 糖 类 化 合 物 ,而 由 CO, 和 H,O 合成 葡萄 糖 的 
AG? 约 为 +2870.2 千 焦 / 摩 尔 (27 人 时 的 平衡 常数 为 10 一 )。 

光 虽 然 在 空间 和 时 间 上 以 正 艾 方 式 振动 的 电磁 波 传播 ,但 是 它 
与 物质 却 以 光量 子 形式 作用 ,分 子 中 的 电子 若 接受 光子 便 会 激发 至 
较 高 的 相应 能 级 上 活化 ,每 个 光子 具有 一 定 能 量 e =hv(Ëli = 与 电磁 
场 振动 频率 成 正比 ,h 为 普 朗 克 常 数 6.63x10" 43 焦 " 秒 ),1 摩尔 光 
子 称 leinstein, U = Le = Lhv, v = cA( 真 空 光速 < 为 3X108 
cm's 1),L 为 亚 佛 加 德 罗 常数 。 蓝 光波 长 在 450nm 区 (v6.7X 
104S -1 ,能 量 约 为 267.8 干 焦 /einstein。 红 光波 长 在 700nm( 波 长 
在 750nm 至 400nm 之 外 的 辐射 是 人 眼 所 看 不 到 的 ,通常 称 辐射 能 ， 
许多 细菌 常 利 用 长 于 800nm 的 辐射 能 。) 的 能 量 约 为 171.5 于 焦 /e- 
instein。 这 意味 着 由 CO, 和 H,O 合成 每 摩尔 葡萄 糖 原则 上 需要 
17einstein 的 红 光 光子 能 量 ,按照 热力 学 观点 ,实际 上 它 所 需 尚 比 这 
更 多 的 能 量 才 有 可 能 实现 其 合成 。 紫 外 或 红外 的 光 辐 射 ,在 生物 学 
上 是 颇 为 重要 的 。 

4.7.1 电磁 能 转化 学 能 的 光合 作用 与 叶 绿 索 关 系 

绿色 植物 进行 光合 作用 的 特有 细胞 器 是 叶绿体 , 它 具 有 双 膜 结 
构 , 即 有 两 是 外 腊 和 一 个 广泛 伸展 的 称 为 类 训 体 膜 的 内 膜 , 内 分 基质 
{stroma) 和 基 粒 {granum)。 基 粒 分 散在 基质 中 ,由 类 于 体 (thy- 
lakoid) 堆 集 而 成 , 基 粒 之 间 是 以 片 层 结 构 相 连 。 类 训 体 是 由 与 内 膜 
相同 组 成 的 膜 包 被 之 小 胞 ,通常 以 片 层 形式 存在 , 且 各 片 层 间 彼 此 相 
互 连 接 ,是 高 度 拆 秋 的 单 膜 ,在 拓扑 学 上 是 封闭 的 , 故 有 一 定 的 内 面 
和 外 面 。 在 光 反 应 过 程 中 起 主要 作用 的 是 光合 色素 ,在 叶绿体 见 到 
的 叶绿素 是 与 类 赛 体 蓝 上 的 朴 水 性 蛋白 质 结 合 的 , 它 和 相关 的 电子 
传递 成 分 都 分 布 在 类 厢 体 膜 上 ,呈现 各 向 虹 性 和 有 序 化 ,这 是 高 效 地 
进行 光 反 应 的 保证 。 类 囊 体 膜 尚 含 有 一 大 批 电 子 载体 和 一 个 ATP 
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酶 ,这 与 线粒体 中 偶 联 的 ATP 酶 相 类 似 。 这 些 酶 是 一 些 可 溶性 蛋 
H ,下 在 于 包围 着 内 种 体 膜 的 基质 中 ,担负 着 CO, 固定 和 糖 的 合成 。 
光合 细菌 的 光化学 反应 发 生 在 封闭 细胞 的 膜 上 ,该 膜 高 度 内 陷 。 
当 细胞 被 超声 波 破碎 时 ,此 膜 碎 片 朝 内 挤 压 而 形成 小 的 囊 泡 称 作 载 
色 体 , 这 种 载 色 体 含有 光合 作用 器 官 中 所 有 与 膜 结 合 的 组 分 。 
除了 一 些 嘲 盐 菌 之 外 ,所 有 已 知 进行 光合 作用 的 生物 均 是 利用 
某 一 类 叶绿素 的 光化学 反应 性 。 基 本 上 具有 含 附加 环 V 四 联 吡 咯 的 


H.C. /CH=CH, HI 一 CH, CH, 


Po CH,=CH 
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I 区 
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H CH,CH,COoR ”或 一 CH 
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图 4-13 ”叶绿素 a fl b, 细 菌 叶绿素 a IDR nik lX 6555489 
叶绿素 ( 见 图 4-13) ,都 是 由 原 叶 啉 区 经 过 生物 合成 而 形成 的 ,是 含 
镁 的 中 啉 入 生物 ,在 叶绿体 类 于 体 膜 中 位 于 蛋白 质 与 脂 类 物质 的 交 
界面 ,不 仅 具 有 亲 水 性 ,而 且 还 有 亲 脂 性 ,往往 通过 特定 蛋白 的 作用 ， 
数 以 百 计 的 分 子 成 伏地 聚集 在 一 起 。 
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时 绿 素 是 一 个 多 共 辆 双 键 的 分 子 , 能 吸收 可 见 沧 能 ,激发 后 放出 
高 能 电子 ,传递 激发 能 。 它 有 abcd 四 种 , 带 植 醇 侧 链 , 常 见 的 是 a 种 
b; 其 环 用 上 的 取代 基 不 同 , 致 使 叶绿素 a 在 685nm 有 一 强 豚 收 带 ， 
叶绿素 b 在 650nm 处 也 有 一 相似 的 吸收 带 。 细 菌 叶 绿 素 根 据 种 类 
不 同 可 会 R= 植 醇 或 特 牛 儿 基 敌 牛 才 醇 , 约 在 780nm 处 有 一 极 强 的 
吸收 带 。 

一 个 在 空间 县 有 特定 了 到 向 的 分 子 , 一 般 仅 吸收 相对 于 分 子 轴 以 
一 定 方 式 偏振 的 光 。 例 如 在 细 萝 叶绿素 中 吸收 的 780nm 光电 场 务 
必 是 在 分 子平 面 中 偏振 的 ,而且 基本 上 与 -电子 系统 的 长 轴 相 平行 
《 即 顺 着 连接 环 工 积 环 表 的 轴 )。 一 个 分 子 吸收 特定 波长 光 的 能 力 是 
以 该 分 子 的 摩尔 消光 系数 表达 ( 量 网 为 Lx mol- x ecm ')。 如 果 
一 束 强 度 为 L, 的 人 射 光 射 至 浓度 为 C(mol x L -1 ) 和 厚度 为 dfcmy) 
之 样品 上 ,可 由 Beer-Lam bert 定律 给 出 透 过 样品 的 光 强 度 I 

[= Lx 10 2 (4.7-1) 

陈 中 scd- 一 一 代表 样品 的 吸光 度 或 光 密 度 (OD) , 量 顷 为 一 。 

由 于 电子 在 分 子 或 原子 中 的 分 布 是 以 量子 力学 蔡 定 证 波动 方程 
解 的 波 函 数 描述 的 ,在 给 定点 任何 给 定时 刻 找到 一 电子 的 几率 与 该 
点 此 刻 的 波 冰 数 之 平方 成 正比 。 在 一 个 孤立 的 分 子 中 ,一 个 电子 的 
势能 主要 是 由 该 电子 与 核 及 与 其 它 电 子 的 库仑 相互 作用 决定 的 , 薛 
定语 方程 对 这 样 的 系统 有 一 系列 不 同 之 解 , 相应 的 是 不 同 的 电子 胃 
道 。 

每 个 胃 道 在 该 系统 的 总 能 量 中 占有 一 特定 值 , 即 分 子 的 能 量 是 
量 手 化 的 ,只 要 势能 不 变 , 每 个 电子 永远 在 特定 分 子 轨 道上 运动 。 在 
光 的 照射 下 ,振动 的 电场 会 使 势能 强烈 地 随时 间 而 变化 ,于 是 在 给 定 
点 的 一 个 电子 几率 也 几时 间 而 变化 。 所 以 光 会 导致 一 个 电子 从 一 个 
轨道 跃迁 至 另 一 个 氏 道 ,此 跃迁 过 程 必须 满足 以 下 条 件 : 两 个 轨道 间 
的 能 量 差 必 须 与 光子 的 能 量 hy 相同 (这 是 分 子 仅 吸收 特定 波长 光 
之 故 ); 电 场 引 起 的 变化 必须 使 两 个 急 道 间 的 相似 性 接近 {相似 性 与 
轨道 空间 排 布 和 和 形状、 皖 小 电场 取 庙 以 及 核 曾 距 等 有 关 ) ,这 是 由 于 
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分 子 只 吸收 特定 波长 光 和 向 某 些 轨道 幅 迁 几率 最 大 而 某 些 吸收 带 吸 
收 最 强 所 致 。 | | 

当 叶绿素 吸收 光子 时 ,激发 分 子 内 的 电子 从 一 个 轨道 到 另 一 个 
能 量 较 高 的 轨道 后 ,激发 分 子 可 以 几 种 不 同方 式 释放 所 吸收 的 能 量 
而 衰变 回 原 基态 。 其 中 的 一 种 可 能 性 是 核 弛 殉 ( 能 量 的 耗 散 ) 过 程 中 
以 热 的 形式 释放 部 分 能 量 , 从 而 降低 了 激发 分 子 的 能 量 至 最 低 的 单 
线 态 [ 激 发 电子 占据 不 同 轨 道 时 ,两 不 配对 电子 自 旋 相同 (平行 ) 的 激 
发 态 称 三 线 态 , 而 电子 自 旋 不 同 ( 反 平行 ) 的 称 单线 态 。], 于 是 只 能 发 
射 荧光 ( 详 见 第 六 章 ), 而 这 种 荧光 的 波长 通常 是 比 最 长 波长 的 吸收 
将 稍 长 些 。 在 某 些 场合 下 ,激发 分 子 经 激发 可 全 部 转化 为 热能 的 无 
辐射 释 能 过 程 而 衰变 回 基 态 。 第 三 种 衰变 方式 是 以 共振 能 转移 给 邻 
近 的 分 子 ,这 是 光合 作用 中 的 重要 现象 。 

第 四 种 可 能 性 是 激发 分 子 将 电子 转移 给 邻近 的 分 子 ,呈现 光 化 
学 电子 转移 反应 。 由 于 激发 到 较 高 能 级 轨道 上 的 电子 被 束缚 较 松 ， 
电子 转移 就 可 成 为 易于 发 生 的 激发 分 子 误 变 途 径 。 时 绿 素 基态 还 原 
电极 电位 ç$ 约 为 +0.5V, 长 波长 吸收 带 的 hv( 激 发 能 ) 约 为 1.5eV， 
激发 分 子 的 Q 约 为 -1.0V。 这 说 明 激 发 分 子 转移 电子 的 还 原 电极 
电位 o£ 要 比 基 态 的 q 更 负 , 相 差 约 hv/e 数值 ,所 以 叶绿素 a 的 激 
发 态 可 作为 很 强 的 还 原 章 ,而 NAD* /NADH 还 原 电极 电位 ç 为 
-0.32V ,于 是 ,两 者 配合 就 成 为 光合 作用 的 光化学 基本 原理 。 

激发 1 分 子叶 绿 素 ( 或 细菌 叶绿素 ) 或 1 个 由 几 个 这 种 分 子 构成 
的 复合 物 (Chl) ,就 会 释放 出 1 个 电子 ,叶绿素 分 子 被 氧化 ,而 其 它 蘑 
些 分 子 (A) 被 还 原 , 氧 化 了 的 叶绿素 复合 物 (Chi+ ) 又 作为 一 种 较 强 
的 氧化 剂 ,能 从 第 三 种 分 子 (DD) 中 夺取 电子 。 可 见 图 4-14 的 描述 。 

4.7.2 ”叶绿素 的 光电 子 转移 反应 

光合 细菌 只 有 喂 以 还 原 性 物质 (如 有 机 酸 ) 时 方 能 生长 旺盛 ,有 
些 光合 细菌 在 还 原 性 无 机 物 ( 如 HS) 上 也 生长 得 较 好 ,尽管 并 不 产 
生 ,但 完成 的 反应 在 形式 上 类 似 于 植物 的 叶 绿 京 。 这 些 启发 了 
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图 4-14 光合 作用 引起 的 光化学 过 程 是 电子 转移 反应 
(在 激发 和 起 始 电子 传递 到 应 等 过 程 中 ,电子 的 自 旋 方 向 不 变 时 ,叶绿素 或 Chl* A- 
复合 物 处 于 单线 状态 。) 
Van Niel ,从 而 提出 了 光驱 动 氧化 剂 和 还 原 剂 反应 的 生物 代谢 设想 ， 
其 反应 可 写成 


CO, +2E5B( 还 原 物 ) 一 (CH2O) + HEO+2B( 氧 化 产物 ) 
(A.7-2) 
在 植物 固定 CO, 的 反应 中 是 以 HEO 代 HB 和 GO 代 了 , 即 


CO, + 29i,O—”>(CH;O) + HBO + O, (A. 7-3) 

Van Niel 认为 ,在 光化学 反应 中 产生 的 还 原 剂 (A- ) 可 以 提供 电 

子 而 将 CO, 还 原 成 糖 , H p= q: 635643 (D ' ) 在 植物 中 能 接受 电子 

而 将 H,O 氧化 成 D, ,在 光合 细菌 中 则 氧化 其 它 物质 (如 HzB) ,使 光 
化 学 反应 中 被 氧化 的 物质 (D? ) 复 原 。 

R. Hill 发 现 ,分 离 的 叶绿体 如 果 加 人 与 生理 需要 无 关 的 电子 受 

体 物 质 如 铁 氰 化 物 [(Fe(CN)6 -或 茶 柄 , 即 会 产生 上 O,, 在 这 种 没有 

CO, 参与 的 条 件 下 也 发 生 电 子 受 体 被 还 原 的 过 程 ,证 明光 合作 用 的 

光化学 反应 显然 可 同 有 CO, 参与 的 反应 分 敲 。H. Gaffron 也 发 现 ， 

绿 藻 在 某 种 条 件 下 的 光 辐 射 , 可 使 电子 由 H, 转移 到 CO, 分 子 而 不 

产生 O,。 光 氧化 的 活性 叶绿素 (或 细菌 叶绿素 ) 是 结合 在 称 作 有 反应 

中 心 的 一 个 蛋白 质 上 。R. Clayton 利用 去 污 的 表面 活性 剂 破 取 光合 

- 168 < 


细菌 叶绿体 或 载 色 体 ,再 用 常规 分 离 纯化 蛋白 质 的 方法 而 分 离 纯化 
了 反应 中 心 , 纯 化 的 细菌 反应 中 心 能 完成 电荷 的 初级 光化学 分 离 。 

L.. Duysens 认为 ,光合 细菌 受 光 辐 射 时 ,在 870nm 的 吸光 度 有 所 
削弱 ,这 是 细菌 叶绿素 复合 物 在 此 波长 有 一 主要 吸收 带 ,光照 后 使 该 
细菌 叶绿素 复合 物产 生 光 氧化 作用 , 则 其 未 氧化 状态 量 有 所 减少 之 
故 , 他 将 此 复合 物 简称 为 *P870”。Kok 观察 到 叶绿体 中 含有 在 
700nm 处 有 上 吸收 带 的 活性 叶绿素 复合 物 , 称 为 "P700"。H. Witt 等 又 
发 现在 680nm 吸收 带 有 第 二 个 活性 叶绿素 复合 物 ,他 们 称 P700 和 
P680 为 光合 系统 可 分 离 的 光合 系统 工 和 交合 系统 卫 的 部 分 。 生 物 
化 学 学 者 发 现 , 叶绿素 或 细菌 叶绿素 被 氧化 后 的 产物 是 阳离子 自由 
基 。 光 激 电子 不 是 镁 供给 ,而 是 来 自 芳香 族 的 r- 电 子 体 系 。 这 不 局 
于 前 述 细 胞 色素 的 氧化 ,细胞 色素 所 移 去 的 电子 是 中 心 配 位 铁 原 子 
由 Fe 和 一 >Fe 之 变化 供给 的 。 于 是 ,叶绿素 自由 基 的 未 配对 电子 
之 运动 和 所 带 正 电荷 就 在 整个 x- 电 子 系统 中 广泛 地 离 域 化 ,这 可 利 
用 电子 自 旋 共 振 (ESR) 谱 和 电子 - 核 双 共振 (ENDOR ) 谱 进行 验证 。 
体外 叶绿素 实验 证 明 P870 的 光 氧 化 反应 是 生成 称 P870 * 的 阳离子 
自由 基 , 它 的 ESR 和 ENDOR 谱 呈 现 该 自由 基 的 未 配对 电子 ,在 反 
应 中 心 4 个 细菌 叶绿素 分 子 之 2 个 所 形成 特殊 二 聚 体 范围 内 离 域 
化 : 

从 紫 细 菌 球形 红 假 单 胞 菌 或 深 红 螺 菌 中 分 离 出 来 的 反应 中 心 含 
有 3 个 相对 分 子 质量 分 别 约 为 21000、24000 和 28000 的 得 水 性 多 
肽 ,而 有 4 个 分 子 的 细菌 叶绿素 和 2 个 分 子 细菌 脱 镁 叶绿素 共 价 结 
全 在 它们 之 上 ,其 中 细菌 脱 镁 叶绿素 是 2 个 氨 原 子 代替 了 中 心 的 镁 。 
一 些 反应 中 心 还 含有 2 分 子 泛 醒 和 1 分 子 非 血红 铁 , 另 一 些 反 应 中 
心 的 一 个 泛 柄 被 甲 基 蔡 一 类 (如 莹 醒 或 维生素 K) 分 子 所 取代 。 紫 网 
菌 的 活性 半 绿 素 P870, 其 光合 作用 初级 电子 受 体 是 细菌 叶绿素 和 脱 


镁 叶绿素 ,P+ +e- 一 >P( 基 态 ) 的 we 约 为 + 0.45V, 光 化 学 反应 次 


级 电子 受 体 是 本 ,次 级 电子 供 体 是 c 型 细胞 色素 。 
` 169 ° 


分 离 植物 光合 系统 工 中 的 反应 中 心 , 在 其 离 度 纯化 了 的 制品 里 
含有 见 个 不 同 的 多 肽 和 多 个 叶绿素 a 分 子 , 只 有 P700 具有 光化学 活 
性 。 分 离 纯 化 了 的 光合 系统 正中 ,其 制备 物 也 有 史 个 多 肽 和 P680 
中 合 多 个 叶绿素 a 分 子 。 活性 叶绿素 P700 的 还 原 电极 电位 [P- 


+e 一 >P( 基 态 )]g? 约 为 +0.5V, 光 合作 用 初级 电子 受 体 是 叶 绿 
素 a, 次 级 电子 受 体 是 铁 硫 蛋 白 ,次 级 电子 供 体 是 铜 蛋 白 ( 质 体 蓝 
素 )。 光 系统 了 的 活性 叶 绿 案 是 P680, 它 的 还 原 电 极 电位 gs 大 于 
+0.82V ,光合 作用 的 初级 电子 受 体 是 脱 镁 叶绿素 a, 次 级 电子 受 体 
是 醋 ,而 次 级 电子 供 体 是 锰 蛋 白 和 水 。 

细菌 叶绿素 的 P870 或 叶绿素 的 P700 和 P680 仅 是 光合 膜 上 占 
有 色素 的 一 小 部 分 ,大 多 数 的 细菌 叶绿素 或 叶 绿 吉 是 没有 光化学 活 
性 的 ,它们 仅 起 着 被 称 为 天 线 的 作用 , 即 吸 收 光 而 获得 能 量 , 通 过 共 
振 能 量 转变 为 在 分 子 间 快 速 地 传递 ,供给 反应 中 心 发 生 的 光化学 反 
应 。 测 量 由 触 佣 5 天线) 系统 发 出 荧光 寿命 的 信息 ,得 知 叶 绿 体 在 约 
5x10-um 秘 内 其 能 量 即 能 被 反应 中 心 捕获 。 当 分 离 的 细菌 反应 中 心 
直接 由 光 激发 时 ,P870 的 氧化 约 在 10-2 秒 内 发 生 。 

区 分 触角 (天线) 系统 和 及 应 中 心 的 实验 是 由 R. Emerson 与 W. 
Arnolol 于 20 世纪 30 年 代 作 出 的 贡献 。 他 们 测量 了 反复 用 于 闪光 
向 发 绿 灌 量 浮 液 时 的 氧 释放 量 , 发 现 每 次 闪光 产 氧 量 最 多 时 的 间 际 
SE 20ms 的 黑暗 时 间 , 且 每 次 的 闪光 产 氧 量 会 由 于 两 次 闪光 间 之 时 
间 则 腺 的 缩短 而 降低 。 由 此 可 知 ,反应 中 心 被 氧化 了 的 叶绿素 复合 
物 必须 在 两 次 闪光 激发 反应 间 际 内 回 到 还 原状 态 ,而 将 电子 从 叶 绿 
素 复合 物 中 取 走 的 初级 电子 受 体 也 务必 重新 氧化 ,如 果 第 二 次 的 办 
光 激 发 太 早 ,其 能 量 主要 会 被 以 热 和 荧光 消耗 掉 。 

他 们 又 测量 了 在 闪光 时 间 选 择 为 最 佳 时 间 的 每 次 闪光 产 氧 量 ， 
发 现 产 氧 量 取决 于 闪光 的 强度 , 当 闪 光 足 够 强 时 它 就 达到 了 一 个 平 
坡 区 ,此 时 的 闪光 达到 了 饱和 强度 ; 当 采 用 饱和 强度 的 闪光 时 ,其 产 
氧 量 相对 于 营 类 的 时 绿 素 含量 而 言 还 是 很 小 的 , 即 细胞 约 含 2500 个 
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叶绿素 分 子 的 叶绿素 量 才 会 产生 1 个 O, 分 子 , 表 明 参 加 CO, 固定 
和 产生 O, 的 光化学 活性 叶绿素 只 是 少数 ,大 部 分 叶绿素 是 触角 (天 
线 ) 系 统 的 一 个 部 分 。 叶 绿 素 产 生 1 分 子 必须 吸收 约 8 个 光子 ， 
因为 闪光 强度 大 时 ,与 每 次 办 光 产 氧 量 有 关 的 反应 中 心 浓度 比 守 绿 
素 的 总 浓度 小 得 多 ,例如 每 分 子 P700 或 P680 所 含 的 叶绿素 量 约 为 
400 ,而 每 产生 1 个 O, 分 子 却 要 2500 个 叶绿素 。 

土 述 实验 引出 了 光合 作用 单元 概念 , 即 光 合作 用 单元 是 由 数 以 
百 计 成 从 的 叶绿素 分 子 组 成 ,这 些 叶 绿 素 分 子 在 化 学 上 尽管 完全 相 
同 ,但 由 于 所 处 的 环境 不 同 , 则 有 “分 工 ” 的 差异 ,大 部 分 分 子 仅 起 吸 
收 光 能 ,传递 激发 能 的 作用 , 称 为 ”天线 "或 “触角 "分子; 极 少数 分 子 
位 于 反应 中 心 ,接受 传递 来 的 激发 能 ,将 光 能 转变 为 化 学 能 。 天 线 或 
触角 分 子 吸 收 的 能 量 在 光合 作用 单元 内 可 跳 牙 式 地 转移 ,最 后 跳 到 
到 应 中 心 的 叶绿素 分 子 。 如 此 的 转移 速度 非常 快 ,一 般 小 于 1015. 
参见 图 4-15 光合 作用 单元 示意 。 


反应 中 心 


上 > 天 线 分 子 
(B +) 
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从 叶绿素 中 分 离 出 来 的 复合 物 , 是 含有 3 分 子叶 绿 素 a、3 分 子 
叶绿素 b 和 1 分 子 类 胡萝卜 素 的 复合 物 。 据 了 解 每 个 蚊 水 性 蛋白 质 
结合 了 少量 色素 而 形成 复合 物 ,并 聚集 排列 成 较 大 的 形态 而 使 激发 
能 在 复合 物 间 快速 王 传 递 。 分 离 到 的 野生 球形 红 假 单 胞 昔 , 这 种 天 
线 即 触角 复合 物 有 3 个 细菌 叶绿素 分 和 子 。 自 绿 光 合 细 葛 中 分 离 又 被 
结晶 的 复合 物 有 7 个 分 子 的 细菌 叶绿素 a, 其 结构 曾 用 X- 光 衍射 测 
定 过 。 触 角 系 统 还 含有 各 种 其 它 的 色素 如 类 胡萝卜 素 , 这 种 辅助 色 
素 可 将 能 量 转移 给 叶绿素 , 浆 补 了 叶绿素 对 某 些 光谱 区 域 (如 绿 光 ) 
咀 收 不 好 的 空缺 。 以 热力 学 观点 来 看 ,这 种 能 量 的 转移 因 时 绿 素 第 
一 激发 单线 态 的 能 级 相对 较 低 而 耗 散 大 。 

类 胡 昔 卜 素 是 线性 多 烯 分 子 , 除 了 将 吸收 的 光 能 传递 给 叶绿素 
之 外 ,还 可 在 强 光 下 担负 着 保护 细胞 免 受 O, 损伤 的 重要 作用 。 如 
果 触 角 系 统 受 光 照射 太 快 ,虽然 叶绿素 分 子 将 大 部 分 多 余 的 能 量 以 
荧光 和 热 的 形式 散发 掉 , 尚 有 部 分 激发 分 子 可 能 通过 “系统 回 穿 越 ” 
而 形成 激发 三 线 态 (激发 到 高 能 级 的 工 个 未 配对 电子 与 留 在 原 能 级 
上 1 个 未 配对 电子 两 者 自 旋 平行 ) ,也 就 有 可 能 通过 与 分 子 氧 反应 ， 
使 叶绿素 分 子 返回 基态 , 促使 O, 不 呈 三 线 态 的 基态 而 处 在 激发 单 
线 态 。 单 线 态 的 O, 能 与 蛋白 质 、 核 酸 和 脂 类 中 的 种 种 基 团 进行 损 
伤 细胞 组 分 的 不 可 北 反 应 。 类 胡 莹 卜 素 能 使 叶绿素 的 激发 三 线 态 在 
与 O, 反应 之 前 郑 灭 ,也 能 使 单线 态 O, 镁 灭 。 以 上 两 种 镁 灭 过 程 均 
通过 类 胡 葛 卜 素 而 被 激发 成 三 线 态 来 实现 的 , 然 类 胡 葛 卜 素 的 激发 
三 线 态 可 无 害 地 误 变 而 回 到 基态 。 这 种 激发 态 以 无 辐射 方式 回 到 基 
态 或 低 激 发 态 的 过 程 称 作 着 灭 , 即 一 种 可 以 加 速 曝 子 激发 态 训 变 到 
基态 或 低 激发 态 的 物质 叫 猕 灭 剂 , 有 关 过 程 称 为 态 的 狂 灭 。 

4.7.3 光合 作用 的 电子 传递 系统 

(一 ) 细 菌 的 电子 传递 系统 

由 于 这 类 细菌 的 光合 反应 中 心 可 分 离 为 一 种 简单 形式 ,于 是 推 
测 光 合 细 艺 的 电子 传递 系统 可 能 仅 含 一 种 类 型 的 反应 中 心 。 对 此 类 
反应 中 心 以 皮 秒 {picosecond ,缩写 为 ps, 即 微微 秒 s= 10" 2 秒 ) 和 纳 
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秒 {fnanosecond ,缩写 ns, 即 毫 微 秒 ns=10-” 秒 ) 的 交 光 及 光谱 技术 进 
行 研究 , 即 让 分 离 的 反应 中 心 用 闪光 激发 ,并 以 分 光 光 度 法 检测 , 指 
出 在 细菌 反应 中 心 内 目前 探测 到 的 初始 电子 受 体 是 细菌 中 另 一 种 叶 
绿 素 。 当 分 离 的 反应 中 心 用 亚 皮 秒 (Subpicosecond, 短 于 皮 秒 ) 的 办 
光 激 发 时 ,在 约 10- Ys 内 形成 瞬间 态 ,在 分 光 光 度 法 检测 的 谱 图 中 ， 
P870 和 细菌 叶绿素 的 吸收 带 变 弱 , 且 出 现 了 可 能 是 细菌 叶 绿 率 的 阴 
离子 自由 基 {Bchi- ) 形 成 的 吸收 带 ,由 此 推测 上 述 约 10-12s 内 所 形 
成 的 瞬间 态 似乎 是 P870Bchl" 的 电荷 转移 态 。 此 初始 的 电荷 转移 态 
在 约 4x 10- ss 后 ,将 Bchl 所 带 的 一 个 电子 转移 至 一 个 细菌 脱 镁 叶 
绿 素 {Bph) 而 衰变 ,这 也 可 以 由 分 光 光 度 法 的 谱 图 中 细菌 脱 镁 叶 绿 
素 吸 收 带 变 弱 ,以 及 细菌 叶绿素 的 和 草 新 出 现 而 得 到 表征 。 

从 电子 转移 自发 过 程 考虑 , 自由 能 大 到 小 的 顺序 是 P870 的 最 
低 激 发 单线 态 (P870 * Bchl Bph QA) ,其 次 为 P870 * Bch! " Bph Q, 态 ， 
继而 是 P870” Bchl Bph- QA 态 ,参见 图 416。 其 中 的 P870  Bchl 
Bph-Qa 态 可 持续 2x10- Ms( 即 之 200ps), 它 通过 电子 流向 泛 栈 分 
子 (QA) 而 吉 变 。 从 现象 方面 来 看 ,不 仅 电 子 传递 反应 很 快 ,而且 它 
几乎 与 漫 度 无 关 , 黄 至 有 些 光 化 反应 还 随 温度 的 降低 而 使 反应 速度 
吉 快 ,表明 参与 电子 传递 反应 的 组 分 不 仅 要 与 反应 中 心 靠 得 很 近 , 而 
且 运 动 的 自由 度 都 必须 很 小 。 这 些 反 应 效率 通常 是 以 P8701 Bchi 
BphQa 的 量子 产 率 来 表示 , 它 是 吸收 每 爱 因 斯 坦 (einstein) 光 量子 所 
形成 P870* Bchl BphQa 的 量 ( 摩 尔 ) ,而 1 个 爱 因 斯 坦 是 活化 1 ÉE ZK 
的 分 子 所 吸收 L( 阿 佛 加 德 罗 常数 , 即 为 1 摩尔 的 量子 数 ) 个 量子 的 
总 能 量 , 它 等 于 Lhu = Lhc/À ,在 分 离 的 反应 中 心 测 得 的 量子 产 率 为 
1.02+0.04。 效 率 如 此 之 高 说 明 反 应 中 心 每 次 被 激发 时 , 便 有 一 个 
电子 自 P870 流向 Qa, 一 些 况 争 过程 如 荣光 衰变 或 电子 逆 迁 移 似 平 
没有 发 生 。 

一 个 电子 自 Q. 移 向 Qs( 第 二 个 醒 ) 约 需 10 +s, 比 前 面 的 电子 
转移 所 需 时 间 长 得 多 ,甚至 随 温 度 下 降 而 变 得 更 慢 。 通 常 一 个 电子 
转移 使 Qs 保持 半 本 形式 (Qs ) 直 到 反应 中 心 被 第 二 次 激发 。 在 细 
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图 4-16 菌 类 反应 中 心 的 初始 电子 传递 顺序 
(a) 中 不 同 状 态 按 能 最 大 小 排 询 ,最 高 自由 能 的 在 顶 钼 , 绿 光 合 细菌 含有 一 系列 不 
同 的 电子 受 体 , 类 似 于 植物 站 合 系统 I。(b) 中 电 了 转移 途 色 包含 QA ,Rs — 12 BE Bib 


加 酸 和 细胞 色素 等 一 连 串 电子 传递 体 ,返回 P870。 电 子 传递 体 按 还 原 电 被 电位 gS 最 
仙 的 (最 强 还 原 剂 ) 在 区 处 。 电 子 按 征 头 流向 是 自发 的 。 
胞 色素 和 P870 之 间 的 电子 传递 所 篇 时 和 间 随 着 种 类 而 不 同 ( 约 为 
10-5 至 1073s)。 当 反应 中 心 第 二 次 激发 时 ,第 2 个 电子 由 P870 IK 
次 转移 顺序 到 细菌 叶绿素 (Behi) ,细菌 脱 镁 叶绿素 (Bph) .Qa 和 Qs， 
使 Qs 形成 2 个 电子 还 原状 态 (GQ )。 当 Qs 被 2 个 电子 还 原 时 , 细 
胞 内 膜 上 重 获 得 来 自 细胞 中 水 相 的 2 个 质子 而 转化 为 二 氢 醒 
(QsFD ), 且 质子 被 转移 透 过 膜 而 于 男 一 膜 面 上 释放 出 去 ,从 而 产生 
了 跨 膜 的 电化 学 位 梯度 ,该 梯度 可 以 驱动 ATP 的 合成 。 
转移 到 Qs 的 电子 通过 一 些 其 它 电子 传递 体 组 成 的 传递 链 回 到 
P870 而 呈 环 状 ,这 方面 尚未 完全 弄 清 。 电 子 的 环流 驱动 质子 的 跨 膜 
运动 ,使 细胞 内 的 pH 对 比 细 胞 外 的 显得 较 大 , 且 带 负电 ,这 有 利于 
质子 由 ATP 酶 导 流 向 细胞 内 输 运 。 此 输 运 过 程 与 ATP 的 形成 同时 
IEEE ,类似 线粒体 内 膜 上 输 导 HT+ 的 ATP Bš. ATP 和 和 电化 学 位 梯度 
还 能 驱动 各 种 还 原 剂 上 的 电子 转移 到 NADP 的 反应 ,于 是 将 CO, 还 
原 为 糖 。 , 
(二 ) 叶 绿 体 电 子 传递 系统 的 基本 光合 作用 
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植物 的 光合 作用 电子 传递 链 与 细菌 的 有 所 不 同 , 它 有 两 个 顺序 
连接 的 光合 系统 工 和 光合 系统 了 [ ,它们 呈 线 性 关系 ,也 有 可 能 存在 某 
种 环 状 的 电子 流动 。 

光合 系统 工 和 光合 系统 工分 别 含有 P700 和 P680 类 型 的 反应 
中 心 , 以 及 它们 各 自 连 接 的 天 线 (触角 ) 色 素 和 初始 电子 受 体 与 供 体 。 
1960 年 ,R. Hill 和 下 . Bendall 根据 大 量 的 证 据 , 首 次 提出 了 了 所谓 的 Z 
方案 ,指出 系统 工 中 的 P700 受 光 合 激发 会 产生 一 个 强 的 还 诛 剂 , 它 
将 电子 历经 几 个 次 级 电子 传递 链 而 转移 到 NADP。 受 激发 的 系统 本 
之 P680 产生 了 一 个 强 氧 化 剂 , 它 将 H,O 氧化 成 O, ,系统 [内 所 形 
成 的 还 原 剂 将 电子 转移 到 连接 两 个 光合 系统 的 一 系列 电子 传递 体 
B =: 

W [BW a FW t JU T ER2S2F 3 (PHIKBR), El — + 
c AJI 3 l — "SSE FO IK K) ,还 可 能 含有 一 个 铁 硫 和 蛋白 ， 
参见 图 4-17。 某 种 还 原 剂 可 将 电子 转移 给 予 连接 系统 的 传递 链 中 
之 电子 传递 体 ,系统 工 则 能 继续 正常 发 挥 其 功能 。 俏 若 改变 光 的 波 
长 而 进行 激发 ,发 现 系统 工 可 以 吸收 和 利用 达 700nm 的 所 有 波长 之 
光 ; 类 似 的 测试 却 发 现 系 统 工 不 能 很 好 地 接受 远 红 光 的 激发 。 如 果 
仅 用 远 红 光 激 发 ,系统 间 之 电子 传递 体 铺 备 库 的 电子 便 会 消耗 ， 
P700 将 无 电子 补充 而 仍 保持 氧化 状态 , 它 也 就 不 能 继续 对 光 作 出 反 
应 。 系 统 玉 具有 很 好 地 吸收 绿 光 的 特性 ,因此 璨 射 绿 光 能 使 系统 工 
激发 ,这 样 电子 传递 体 储 备 库 便 会 发 挥 作用 而 得 到 补充 电子 , 绿 光照 
射 停止 之 后 , 仍 有 足够 的 电子 可 传递 ,也 就 是 说 ,即使 经 历 了 一 段 时 
间 的 黑暗 ,在 此 期 间 远 红 光 尚 能 有 效 地 利用 。 

L. Duysens 等 用 吸收 光谱 直接 测量 了 几 个 电子 传递 体 所 处 的 氧 
化 和 还 原状 态 ,首先 发 现 随 着 细胞 色素 t 被 氧化 而 其 吸收 光谱 有 显 
著 地 变化 。 

某 个 产物 生成 的 量子 产 率 可 由 下 式 定 义 : 


)- 生 威 产 物 的 数量 _ 产 物 形成 的 速度 
吸收 辐射 量 “项 收 辐射 的 速度 
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图 4-17 精 物 光合 作用 的 Z 方 案 
phe= 脱 镁 叶 隶 案 a,QQ,,Qe=2 和 神 质 体 根 ,Q PE = 质 体 根 大 贮存 库 ,Fe-S= 铁 硫 蛋 
白 (M) ,Cyt-b= 细胞 色素 b563,Cyt-f= 细胞 色素 f,PC= 质 体 蓝 罕 ,Chl= 叶绿素 a,FDx、 
FD 、FDe= 铁 硫 和 蛋白 (结合 的 铁 氧 还 蛋白 ),FDs= 可 溶性 铁 氧 还 蛋白 ,FP= 铁 氧 还 蛋白 
-NADP 氧 北 还 原 酶 ( 黄 农 蛋 白 )。D( 或 称 Z) 组 分 尚未 得 鉴定 ,FDx ff HK X s A. E 


线 艇 头 为 电子 传递 与 跨 类 囊 体 膜 的 质子 转 位 相 帆 联 。 


在 此 的 量子 产 率 系 指 产 氧 的 数量 与 吸收 光 的 爱 因 斯 坦 数 或 光子 数 比 
值 。 在 藻类 产 氧 的 量子 产 率 测定 中 ,观察 到 400 至 675nm 间 绿 藻 的 
量子 产 率 与 波长 相对 地 无 关 , 然 在 长 于 680nm 的 远 红 区 域 下 降 很 
快 。R. Emerson 将 一 弱 绿 光合 加 于 700nm 光 上 ,发 现 从 680 至 
710nm 的 光量 子 效率 大 大 地 增加 。J. Myers 和 C. S. French 发 现 ,期 
使 在 红 光 照射 前 几 秒 钟 将 绿 光 关 闭 也 能 提高 远 红 光 的 量子 效率 。 

一 些 实验 的 观察 结果 ,可 以 用 系统 I 和 系统 了 串联 光合 作用 的 
Z 方 案 对 其 进行 解释 。 当 系统 工 中 的 电子 流量 与 系统 I 内 的 相等 
时 , 光 的 利用 率 达 到 了 最 高 ,否则 便 会 相互 阻尼 而 使 部 分 能 量 耗 散 ， 
即 某 些 波长 的 光 对 一 系统 的 激发 频率 高 而 对 男 一 系统 的 低 , 寺 是 有 
一 部 分 光 将 被 浪费 掉 。 曾 经 用 系统 封闭 阻 断 麟 如 3.03. 4 — 82 
基 )-1,1- 二 甲 基 腺 (DCMU ,一 种 除草 剂 ) 将 挨 近 系统 卫 的 两 个 醒 间 
的 电子 传递 了 月 贱 , 来 探讨 不 同 波 长 之 光 激 发 两 个 光合 系统 的 光 利 用 
率 。 当 以 远 红 光照 射 咯 类 网 胞 时 ,可 将 所 有 细胞 色 索 三 基本 上 都 氧 
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化 ,而 附加 绿 光 照射 ,部 分 细胞 色素 工 又 能 迅速 地 返回 还 原状 态 。 在 
如 此 的 照 光 过 程 中 ,一 些 细胞 色素 f 可 在 氧化 态 和 还 原 态 间 反 复 变 
换 , 也 就 是 说 ,它们 的 群体 是 处 于 部 分 氧化 和 部 分 还 原 的 状态 。 如 果 
绿 光 停 止 照射 ,细胞 色素 f 就 会 回复 到 完全 氧化 状态 。 当 红 光 不 存 
在 且 细胞 色素 大 部 分 旦 还 原 态 时 , 绿 光 也 能 引起 氧化 作用 。 

以 上 现象 表明 , 绿 光 可 以 调节 细胞 色素 f 的 还 原 程 度 , 它 能 激发 
系统 和 系统 工 , 然 远 红 光 只 能 引起 细胞 色素 f 的 氧化 。 实 验 表征 
了 系统 工 可 从 系统 间 的 电子 传递 体 ( 也 是 电子 载体 ) 中 吸收 电子 ,而 
系统 工 却 能 将 电子 殿 给 系统 间 的 这 些 电 子 传递 体 。 

质 体 醒 与 泛 栈 仅 是 环 上 的 取代 物 不 同 ,参见 图 4-18 ,所 以 光合 
系统 革 的 电子 受 体 与 细菌 反应 中 心 的 相似 , 质 体 柄 是 光 系 统 贡 还 原 
端 电 子 受 体 , 继 先 还 原 脱 镁 叶绿素 a 之 后 ,成 为 第 二 位 和 第 三 位 电子 
受 体 。 每 次 1 个 电子 从 第 一 个 质 体 醒 传 递 到 第 二 个 质 体 栈 。 靠 近 这 
2 个 醒 的 1 个 铁 原子 很 可 能 在 它们 之 间 的 电子 传递 中 起 作用 , 当 第 
二 个 醒 被 双重 还 原 时 ,就 将 1 对 电子 输入 反应 中 心 含 5 到 10 个 质 体 
醒 的 质 体 配 贮 存 库 ,此 库 似 乎 也 可 以 储蓄 来 自 许多 不 同 反应 中 心 的 
电子 。 电 子 可 能 再 通过 铁 硫 蛋白 从 质 体 醒 库 流向 细胞 色素 f, 由 此 
细胞 色素 f 将 铜 蛋白 质 体 蓝 素 还 原 , 又 从 质 体 蓝 素 提 供 1 个 电子 给 
P700。 


O 
CH ll 了 O 
AK ' Co uc. L n = 
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图 4-18 泛 醒 (a) 和 质 体 醒 (b) 的 币 链 异 成 二 烯 数目 n 
随 种 类 不 同 而 异 ,泛酸 一 般 为 7~10, 质 体 本 为 9 
某 些 种 类 的 藻类 中 没有 质 体 蓝 素 ,而 是 由 < 型 细胞 色素 所 代替 。 
当 质 体 酰 被 光合 系统 了 [还 原 时 ,质子 显然 是 在 类 计 体 膜 的 外 表 
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面 获得 的 ,而 质 体 醒 被 重新 氧化 时 ,质子 在 膜 的 内 表面 放出 ,可 能 是 
每 传递 1 个 电子 与 输送 1 个 质子 相 偶 联 。HzO 氧化 生成 O 时 ,质子 
也 是 在 膜 的 内 表面 释放 ,由 1 个 ATP 酶 和 学 流质 子 通 过 类 圳 体 膜 回 到 
外 表面 ,在 NADP EJ. pk: NADPH 时 ,质子 便 在 外 部 被 结合 ,此 过 程 
推动 了 合成 ATP。 

光合 系统 [的 还 原 端 先 以 1 个 分 子 计 绿 素 a 为 电子 受 体 ,与 光合 系 
统 [( 脱 镁 叶绿素 a) 和 光合 组 菌 (细菌 叶绿素 细菌 脱 镁 叶绿素 ) 的 反应 中 
心 有 些 相似 之 外 ,继而 是 由 一 组 售 铁 硫 人 蛋白 的 电子 受 体 起 传递 作用 。 由 
鉴定 得 知 铁 硫 重 白 是 一 种 称 作 铁 氧 还 蛋白 的 可 洲 性 蛋白 质 ,已 发 现 有 多 
种 不 同 的 :叶绿体 中 可 溶性 铁 氧 还 蛋白 含 2 个 铁 原 子 和 2 个 无 机 硫 醚 键 
( 见 图 4-19{a)), 并 结合 于 4 个 半 胱 氨 酸 残 基 的 硫 原子 上 ;光合 系统 中 尚 
含 3 种 分 别称 为 FD. .FD, 和 ED: 不 易 溶解 而 呈 结 合 性 的 铁 气 还 蛋白 ， 
它们 可 能 是 有 4 个 铁 原子 和 4 个 硫 醚 键 (4 铁 -4 太 簇 ), 在 立方 结构 中 被 
4 个 半 胱 氨 酸 连接 { 见 图 419(b)), 其 中 的 FD, 也 可 能 仅 含 2 个 铁 原子 。 
铁 氧 还 蛋白 与 弱酸 作用 会 释放 了 HS, 这 是 鉴别 铁 氧 还 蛋白 质 既 简单 又 灵 
敏 的 方法 。 铁 氧 还 蛋白 的 一 电子 之 还 原 电极 电位 o° :叶绿体 可 溶性 铁 
氧 还 蛋 岂 的 为 -0.4V;FDx 的 为 -0.7V3FDA 和 FD: 的 依次 为 -0.54V、 
-0.59V。 可 以 通过 还 原 态 铁 氧 还 蛋白 的 顺 磁 共振 (ESR) 信 和 号 以 及 
430nm 附近 的 光 吸 收 少量 减少 的 检测 ,来 发 现 铁 氧 还 蛋白 的 还 原作 用 。 


S s 
Cys-S — S x ,S-Cys S | 
Fe e < 了 
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Fe 一 ; 
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(a> 2Fe-2S 型 
e k i NS-Cys 


(5), 4Fe-4S 型 


图 4-19 ” 铁 硫 复合 物 中 已 知 的 两 种 类 型 结构 
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FDx 似乎 是 被 与 P700 反应 的 叶绿素 a 分 子 还 原 ,继而 将 电子 转 
移 给 FDa 和 FDs ,然后 经 FDs 再 流向 铁 氧 还 蛋白 -NADP 氧化 还 原 
酶 ( 黄 素 蛋 白 ) ,并 还 原 NADP。 当 可 还 原 的 NADP 有 限时 ,光合 系 
统 | 传 出 的 电子 便 会 输送 给 细胞 色素 b563 ,随后 再 回 到 位 于 两 个 光 
合 系 统 之 间 质 体 梗 储 存 库 中 ,这 种 电子 循环 过 程 是 与 质子 转 位 跨越 
类 放 体 上 蜡 相 偶 联 的 。 和 由 此 推测 ,这 是 维持 ATP 供应 以 驱动 CO, 的 
固定 或 其 它 需 能 过 程 , 因为 每 三 定 1 分 子 CO, 需要 2 当量 的 
NADPH 和 3 当量 ATP。 在 连续 光照 射 的 情况 下 ,其 中 1 当量 的 
ATP 是 从 循环 电子 传递 途径 中 得 到 的 ,而 NADPH 以 及 其 余 的 2 当 
BL ATP 是 由 非 循环 电子 传递 途径 中 得 来 的 。 

47.4 光合 产 所 和 固定 碳 之 探讨 

《一 ) 氧 的 释放 

P.Joliot 于 叶绿体 或 藻类 经 历 一 段 黑暗 时 间 后 ,以 一 系列 短暂 闪 
光照 射 测量 了 每 次 闪光 的 产 O, 量 时 ,发 现 第 一 次 或 第 二 次 闪光 时 
基本 上 没有 或 很 少 D 产生 ,第 三 次 闪光 时 却 出 现 突 发 性 产 O, 量 增 
加 , 往 后 每 西 次 办 光 间 隔 过 程 的 产 O, 量 由 低 到 极 大 值 振荡 呈 阻 尼 
型 的 上 下 变动 ,逐渐 趋 于 某 一 产 O, 量 的 上 下 波动 ,参见 图 4-20。 


每 次 内 光 产 生 O; 3 


图 4-20 黑暗 中 保存 分 离 的 叶绿体 一 段 时 间 后 的 闪光 效应 
起 始 两 次 内 光 没 有 或 很 汉 产 O, ,虚线 表示 保持 某 一 水 平 。 


» 179 ° 


yd re —— R —  — .. +í 


实验 表明 ,每 个 光 系 统 开 反应 中 心 每 次 传递 1 个 电子 ,经 历 了 一 
系列 氧化 状态 ,每 向 下 一 状态 变化 时 吸收 1 个 光子 ,反应 中 心 累积 了 
4 个 氧化 态 相当 物 后 才 会 产生 DO 。 将 H,O 氧化 成 O, 的 过 程 ,每 产 
生 1 个 〇 :分子 需要 转移 掉 4 个 电子 ,而 每 个 电子 都 务必 经 历 系统 
和 系统 工 的 光化学 反应 。 于 是 ,可 以 预计 每 释放 1 个 O, 分 子 至 少 需 
吸收 8 个 光子 。 通 过 对 产生 O, 时 的 量子 需要 量 ( 即 量子 产 率 的 倒 
数 ) 的 测定 ,认为 确实 是 在 8 至 12 左右 。 这 是 由 于 经 过 光 系 统 所 进 
出 的 电子 发 生 了 循环 ,有 回 到 两 个 光合 系统 之 癌 的 电子 传递 链 之 可 
能 ,而 没有 转移 给 NADP 所 致 , 则 产生 1 个 O, 分 子 会 多 消耗 光量 
子 , 引 起 量子 的 需要 量 超过 8。 

B.Kok 认为 ,反应 中 心 可 有 S,.S,.S,.S.S, 五 个 不 同 的 的 氧化 
状态 , 且 形 成 5 一 SS 一 SS 一 3 .S—S, 四 对 光 化 反 应 过 程 ,每 
对 反应 过 程 均 需 吸收 1 个 光量 子 hv ,每 步 都 能 激发 而 移出 1 个 电子 ， 
当 系 统 变 为 S 时 ,反应 中 心 每 经 一 次 这 样 的 循环 便 能 释放 1 个 〇 。 
藻类 细胞 在 光照 前 的 黑暗 期 间 , 可 以 松弛 而 从 S, 变 为 S, 状态 ,所 以 
第 一 次 释放 的 O, 峰值 是 在 第 三 次 闪光 照射 时 出 现 的 。 不 过 ,经 过 
许多 次 闪光 后 的 产 氧 量 会 趋 于 一 水 平 , 其 原因 尚未 研究 清楚 ,是否 在 
办 光照 射 的 光合 过 程 中 ,对 于 许多 反应 中 心 来 说 ,逐渐 由 于 不 同步 而 
呈现 五 个 不 同 的 氧化 状态 ,其 参差 趋 于 最 可 几 混 杂 之 故 , 有 待 进一步 
探讨 。 

在 pH=7 的 情况 下 ,反应 4H+ + 4e- +O, —2H,O 的 还 原 电 
极 电位 为 +0.82V, 而 由 P680+ 产生 的 次 级 氧化 剂 有 足够 的 强度 将 
H,O 氧化 ,其 反应 P6801 +e -一 ~P680 的 还 原 电 极 电 位 显然 大 于 + 
0.8V。 为 什么 P680* 能 成 为 如 此 强 的 氧化 剂 ,现在 也 尚未 弄 清 。 从 
水 分 子 夺取 电子 的 氢化 剂 有 是 何 种 物质 还 不 了 解 。 通 过 ESR 检测 信 
号 的 解析 ,发 现 有 一 种 以 D 为 代号 的 电子 殿 体 ( 见 图 4-17) ,但 不 知 
道 它 是 什么 物质 。 如 今 只 了 解 到 那 氧 化 剂 是 一 种 由 某 些 蛋白 质 与 几 
个 镁 原子 所 组 成 的 复合 物 。 在 叶绿体 中 的 每 一 个 P680 约 含有 4 当 
Ei, E O, 的 释放 过 程 中 也 起 作用 ,如 果 抽 提 而 除 掉 1 个 或 更 多 
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个 ,即将 引起 O, 不 能 释放 。 

(—)CO, 的 固定 

M. Calvin 等 在 20 世纪 50 年 代 初 ,使 用 放射 性 示 踪 物 “ CO, 进 
行 一 系列 的 实验 ,即将 藻类 于 "CO, 存在 下 进行 光照 射 ,并 迅速 换 碎 
其 细胞 ,找到 了 最 早 标 有 VC 的 有 机 物质 是 3- 磷 酸 甘 洱 酸 , 还 发 现 “C 
几乎 都 处 于 手 基 中 。M. Calvin 等 在 打开 或 关闭 灯光 ,或 者 突然 升 高 
或 降低 CO, 浓度 的 情况 下 ,观察 其 它 化 合 物 稳 态 浓度 的 改变 ,又 发 
现 1 分 于 CO, 和 1 分 子 核 瑟 糖 -1,5- 二 磷酸 在 叶绿体 基质 部 分 中 的 
二 磷酸 减 化 酶 的 催化 下 ,生成 2 分 子 3- 磷 酸 甘 油 酸 。 此 外 ,他 们 的 研 
究 还 表明 ,3- 磷 酸 甘油 酸 在 基质 中 的 其 它 一些 酶 (例如 醛 缩 酶 、 转 酮 
醉 酶 和 异 构 酶 等 ) 作 用 下 , 可 以 变 回 而 生成 核 酮 糖 -1,5- 二 磷酸 ,组 成 
还 原 性 成 糖 循环 。 

还 原 性 成 糖 循 环 或 称 Calvin 循环 ,其 中 的 一 些 反应 叙述 如 下 :3- 
磷酸 甘油 酸 被 ATP 磷酸 化 为 1,3- 二 磷酸 甘油 酸 后 ,又 被 NADPH 还 
原 成 3- 磷 酸 甘 油 醋 ;3- 磷 酸 甘 油 醛 和 它 转变 的 异 构 物 磷酸 二 羟 琴 酮 
在 醛 缩 酶 的 作用 下 合成 果糖 -1,6- 二 磷酸 ,然后 经 水 解 而 得 果糖 -6- 磷 
酸 ,此 水 解 物 在 硫 胺 焦 磷 酸 参与 下 和 另 一 分 子 3- 磷 酸 甘 油 醛 结合 而 
形成 木 鲁 糖 -5- 磷 酸 和 赤 薛 糖 -4- 碰 酸 ; 赤 茵 糖 -4- 磷 酸 又 在 醛 缩 酶 催化 
下 与 磷酸 二 叛 丙 酮 结合 成 景 天 庚 酮 糖 -1,7- 二 磷酸 ,随后 再 水 解 而 得 
景 天 庚 酮 糖 -7- 人 磷酸 ;该 有 景 天 庚 醒 糖 -7- 磷 酸 在 转 酮 醇 酶 作用 下 又 与 3- 
磷酸 甘油 醛 反 应 击 生 成 核 醒 糖 -5- 磷 酸 和 第 二 个 分 子 的 木 酮 糖 -5- 磷 
酸 后 ,经 异 构 化 而 成 为 核 酮 糖 -5- 磷 酸 ,然后 核 醒 糖 -5- 磷 酸 再 接受 
ATP 的 磷酸 化 作用 而 形成 核 酮 糖 -1,5- 二 磷酸 ,从 而 完成 了 一 个 循 
环 ,参见 图 4-21。 

在 循环 中 每 3 个 分 子 核 酮 糖 -1,5- 二 磷酸 被 CO, 羧 化 便 有 3 分 
子 核 酮 糖 -1,S- 二 磷酸 再 生 。 在 整个 过 程 中 ,固定 了 3 分 子 CO, 而 获 
得 1 分 子 3- 磷 酸 甘 油 醋 ,但 有 9 分 子 ATP 转 ADP, 还 有 6 分 子 
NADPH 被 氧化 成 NADP+。 生 成 的 3- 磷 酸 甘 油 酸 (Cs 糖 ) 从 叶绿体 
中 排出 ,或 在 叶绿体 中 转化 为 已 糖 ,并 以 淀粉 形式 贮藏 。 
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CO, 和 核 酮 糖 -1,5- 二 磷酸 反应 ,形成 了 3- 磷 酸 甘 袖 酸 而 将 CO, 
固定 ,在 此 过 程 中 核 酮 糖 二 磷酸 其 化 酶 起 着 俊 化 作用 。 该 酶 是 世界 
上 最 丰富 的 , 它 在 植物 叶子 中 常 占 其 可 溶性 蛋白 的 50% 以 上 ,在 高 
等 植物 和 某 些 细菌 中 它 含 有 8 个 相对 分 子 质 量 ( 它 的 旧称 是 分 子 量 ) 
为 70000 的 诛 体 ,每 个 愿 体 含 1 个 相对 分 子 质 量 为 56000 的 大 亚 基 
和 1 个 相对 分 子 质量 为 14000 的 小 亚 基 。 在 叶绿体 DNA 指令 下 , 植 
物 中 这 种 酶 的 大 亚 基 和 小 亚 基 分 别 在 叶绿体 核糖 体 与 细胞 质 核糖 体 
土 合 成 ,而 合成 的 小 亚 基 务必 输送 至 叶绿体 中 方 能 再 装配 为 完整 的 
酶 。 如 果 小 亚 基 不 存 在 ,大 亚 基 也 有 催化 活力 。 此 外 ,在 可 能 是 与 
氨基 甲酸 化 合 物 羧基 端 结合 的 Me2 作用 下 , 底 物 CO, 尚 与 大 亚 基 
上 赖 氮 酸 残 基 的 se- 氨基 结合 ,形成 了 氨基 甲酸 化 合 物 (Lysine NH- 
CO; ) ,从 而 促使 核 酮 糖 二 磷酸 凑 化 酶 活化 。 

从 研究 中 发 现 ,在 核 醒 糖 二 磷酸 羧 化 酶 的 催化 下 , 核 酮 糖 -1,5- 
二 磷酸 也 能 与 O, 反应 ,这 种 所 谓 氧 合 反 应 的 光 呼 吸 作 用 使 该 酶 的 
研究 课题 变 复 杂 化 了 。 此 光 呼 吸 作 用 的 氧 合 反应 产物 是 3- 磷 酸 甘 
油 酸 和 I 个 称 磷酸 乙醇 酸 的 二 碳酸 物 , 日 在 过 氧化 物 酶 体 中 的 酶 参 
与 下 进行 一 系列 反应 过 程 中 ,磷酸 乙醇 酸 被 O, 氧化 成 CO,。 在 有 些 
植物 中 约 有 1/3 被 国定 的 CO, 因 交 呼吸 作用 而 重新 释放 。 在 核 酮 
糖 二 磷酸 送 化 酶 / 氧 合 酶 的 催化 过 程 中 ,CO 和 O, 的 竞争 性 反应 随 
者 这 二 种 气体 浓度 而 变化 。 在 此 情况 下 , CO, 的 米 氏 常数 Ku 约 为 
20pmol/L ,而 O, 约 为 200pmol/L, 可 见 CO, 是 优先 的 底 物 ,但 在 光 
照射 的 叶绿体 中 ,O, 浓度 会 由 于 光合 作用 中 H,O 的 裂解 而 升 高 , 同 
时 CO, 的 浓度 却 因 形成 糖 而 降 得 很 低 。 通 常 ,O, 与 CO, 的 浓度 与 
KM 的 数量 级 相当 ,于 是 氧气 成 为 重要 的 竞争 底 物 。 

植物 中 有 些 种 类 的 进化 (或 改良 ) ,形成 了 一 种 羧 化 反应 比 氧 合 

反应 更 为 有 利 的 情况 , 即 让 酶 所 在 区 的 CO, 浓度 有 所 增加 。 例 如 玉 
米 . 甘 蔗 和 许多 热带 植物 等 的 叶子 外 表面 有 一 层 特 化 的 叶肉 细胞 , =; 
可 通过 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 的 羧 化 从 空气 中 获得 CO, 而 生成 草 酰 乙 
酸 (参见 图 4-22)。 草 酰 乙 酸 还 原 成 苹果 酸 ,并 从 叶肉 绸 胞 迁移 至 叶 
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4-21 还 原 性 戊 糖 循环 (Calvin 循环 ) 
图 中 每 步 反应 中 箭头 尾 线 的 数目 是 指 3 分 子 CO, 进入 循环 后 ,通过 该 反应 的 分 子 数 。 
并 以 右 方 框 表示 净 形 成 1 分 子 3 St KQ H NK, 


子 中 部 包 囊 着 维 管 结构 的 维 管束 畏 细 胞 ,苹果 酸 便 在 此 与 NADP 进 
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行 氧化 还 原 的 电子 转移 反应 ,于 是 它 脱 凌 形 成 了 丙酮 酸 ,而 NADP 
被 还 原 成 NADPH。 商 渍 酸 又 可 青 回 到 这 特 化 的 叶肉 细胞 ,并 在 此 
由 ATP JE FR AMP 和 焦 磷 酸 ,以 及 焦 磷 酸 水 解 等 反应 提供 的 自由 
能 所 驱动 ,再 一 酸 产 生 了 羧 化 反应 而 生成 磷酸 烯 醇 式 丙 醋 酸 。 

以 上 讨论 的 辅助 循环 ,由 于 有 四 碳酸 即 革 果 酸 和 草 酰 乙酸 参加 ， 
故 被 称 为 C-4 循环 。 它 的 代谢 途径 是 :由 2 个 高 能 磷酸 键 断 裂 所 提 
供 的 自由 能 做 功 ,将 CO, 和 NADPH 输送 至 维 管 束 莱 细胞 ,经 核 酮 
粮 磷 酸 着 化 酶 的 催化 反应 和 还原 戊 粮 途 径 而 把 CO, 固定 。 在 有 些 
种 类 的 植物 中 , 章 酰 乙 酸 被 转 氧 而 形成 天 冬 氨 酸 ,显然 此 时 被 输送 至 
维 管束 靖 细 胞 的 是 天 冬 氨 酸 。 上 共有 此 机制 浓缩 CO, 的 植物 之 生长 
会 比 没 有 这 种 机 制 的 快 得 多 ,尤其 在 热 和 阳光 充足 的 气候 条 件 下 更 
是 如 此 。 如 果 利 用 遗传 工程 技术 将 C4 循环 引 人 人 缺乏 此 途径 的 植物 
中 ,这 对 于 继续 提高 农业 产量 也 将 成 为 可 能 ,此 类 研究 课题 已 引起 人 
们 的 重视 。 
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综 上 所 述 , 电 子 转移 反应 不 仅 在 生物 体内 存在 ,而 且 与 生命 活动 
紧密 相关 ,可 见 了 解 和 掌握 这 方面 的 知识 是 必要 的 。 

可 以 设想 ,生物 体内 的 电子 转移 反应 与 电子 传递 链 (有 的 是 质子 
传递 体系 ,Na 一 K 传送 体系 等 ) 还 有 可 能 随 着 新 陈 代 谢 过 程 将 外 
界 给 予 的 信息 ,通过 细胞 膜 电 势 和 生物 电流 传 至 神经 系统 , 即 参 与 起 
老生 物 传 感 的 作用 。 它 们 分 别 在 生物 体 适当 部 位 ,对 光 、 热 ,音响 、 触 
压 能 够 各 自分 别 作 出 相应 的 应 答 。 例 如 , 光 传 递 的 图 像 通 过 视觉 器 
官 的 电子 传递 链 体系 传译 脑膜 记录 。 

一 个 有 意义 的 实验 是 :利用 一 根 粗 神经 轴 突 (axon) 或 一 种 肌肉 
组 织 ,浸渍 在 组 成 接近 相同 于 人 体内 的 盐 溶 液 中 ,插入 两 支 参 考 电极 
《如 甘 东 电极 ), 一 支 带 有 所 10 微米 的 毛细 管 插入 组 织 内 部 , 男 一 支 
与 外 部 溶液 相通 ,通常 可 测 得 60— 110 上 毫 伏 的 电位 差 , 硬 外 相对 更 正 
些 。 当 对 膜 外 施加 短暂 的 电流 脉冲 {有 些 神经 细胞 对 光 、 压 力 ,温度 、 
某 些 药物 等 也 很 敏感 ) 时 , 即 可 测 得 电势 的 瞬间 变化 ,如 果 沿 轴 突 装 
配 数 个 测量 电极 , 便 可 测 得 电势 变化 的 尖峰 信号 沿 轴 突 移动 的 速度 
约 为 10 一 100 米 / 秒 ,其 值 与 轴 突 的 种 类 有 关 。 由 于 膜 受 信号 扰动 部 
分 与 其 它 处 于 静态 部 分 之 间 引 起 电位 差 ,导致 形成 一 连 串 沿 轴 突 移 
动 的 电化 学 局 部 电池 ,于 是 推定 它 所 产生 的 电流 通过 感受 体 神经 细 
胞 将 信息 传送 至 大 脑 。 这 表明 电子 转移 反应 和 电子 传递 链 参与 传 感 
作用 的 设想 ,与 实验 所 观察 到 的 现象 及 其 推定 是 吻合 的 。 

由 上 可 知 ,在 电子 转移 反应 与 电子 传递 链 体系 中 ,车 有 一 环节 因 
病毒 侵袭 或 毒物 中 毒 ,或 者 受到 不 可 逆 抑 制 章 的 抑制 ,或 遗传 缺陷 ， 
就 会 失去 这 方面 的 应 答 能 力 ,从 而 引起 某 种 程度 的 残疾 。 不 过 ,有 关 
这 方面 分 子 水 平 的 机 理 尚 不 很 清楚 ,是 一 值得 有 待 进一步 研究 的 领 
域 。 现 在 人 们 已 开发 出 脑 电 图 .心电图 和 B 超 电 传 感 等 技术 ,应 用 
于 医学 诊断 方面 。 
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一 切 细胞 均 由 保持 细胞 系统 完整 的 质 膜 围 护 着 , 质 膜 起 着 维持 
细胞 整体 地 实现 生存 所 需 的 基本 功能 和 内 部 环境 的 物理 化 学 作用 。 
细胞 中 物质 的 新 陈 代 谢 与 细胞 繁殖 ,摄取 营养 和 能 量 、ATP 的 生物 
合成 处理 与 排泄 有 害 物质 或 废物 ,与 环境 中 成 分 的 相互 作用 ,以 及 
细胞 活动 (例如 生长 与 分 化 的 长 期 过 程 与 感觉 的 短期 活动 ) 等 , 尚 有 
它们 的 协调 作用 ,都 涉及 生物 膜 组 成 ,结构 ,装配 和 功能 所 产生 的 作 
用 机 制 。 研 究 和 揭 开 这 类 奥秘 是 生物 化 学 家 和 生物 物理 学 家 的 主要 
任务 ,也 是 生物 物理 化 学 领域 的 重要 课题 。 

在 细菌 等 低 等 生物 中 主要 是 细胞 腊 , 即 上 述 的 质 膜 ,但 在 高 等 和 
物 中 除了 质 膜 外 ,还 有 将 细胞 内 划分 成 各 种 亚 细 胞 器 的 腊 。 这 些 膜 
有 基本 相同 的 组 成 .结构 和 性 质 ， 统称 之 为 生物 膜 。 它们 担负 着 与 生 
命 活 动 依 关 的 功能 。 


5.1 生物 膜 的 组 成 


5.1.1 真 核 细胞 及 其 膜 组 成 

在 绝 大 多 数 真 核 细胞 内 , 均 含 有 许多 结构 与 功能 很 不 相同 的 细 
胞 器 ,这 些 细胞 器 在 新 陈 代 痪 过 程 中 发 挥 各 自 特有 功能 时 ,都 有 其 本 
身 的 膜 系统 参与 。 各 种 细胞 器 的 特有 功能 诸如 细胞 内 核酸 进行 生物 
合成 时 有 核 膜 参与 ,分 小 与 高 尔 基体 和 内 质 网 有 关 , 消 化 与 溶 酶 体 有 
关 , 光 合作 用 与 叶绿体 有 关 , 线 粒 体 的 呼吸 过 程 有 内 外 膜 参与 , 真 核 
细胞 内 的 每 一 过 程 均 是 在 膜 隔离 的 结构 域 空间 中 进行 的 。 但 是 典型 
的 原核 细胞 如 细菌 缺少 了 专门 的 细胞 器 , 它 全 是 在 质 膜 上 发 挥 其 所 
有 的 功能 ,新 陈 代谢 的 每 一 过 程 是 在 膜 系统 一 空间 区 域内 进行 的 。 
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因此 ,探讨 生物 膜 的 组 成 ,结构 、 装 配 和 功能 便 成 为 生物 物理 化 学 者 
的 重大 而 艰巨 的 任务 。 
真 核 细胞 不 仅 有 细胞 质 膜 , 而且 每 种 特异 的 细胞 器 都 被 各 自 特 
有 的 膜 系统 包围 着 。 由 于 几 个 不 同 膜 系 统 的 存在 使 生物 膜 的 组 成 和 
结构 等 的 研究 复杂 化 了 。 现 已 分 离 测定 了 大 和 鼠 肝 幼 胞 的 组 成 ,其 各 
种 数据 列 于 表 5-1。 
表 5-1 大 蜂 有 时 细胞 的 组 成 


20[1.20] 
一 [1.15] 


蛋白 质 与 | 胆 固 薛 与 其 
脂 质 近似 | 它 脂 质 近 似 
重量 比 
1.0 š 


PS n 8 
(小 泡 ) 


0.1[1.15} 


高 尔 基 器 
线粒体 


2[1.i0] 
1[1.20] 


溶 酶 体 0.5[1.20; 
核 
可 溶性 蛋白 <0.01{ 一 ] 

x ” 指 在 蔗糖 中 的 平衡 窗 度 

上 典型 的 生物 膜 是 由 脂 奈 、 蛋 蝗 质 和 碳水 化 合 物 等 组 成 的 。 在 不 
同 生 物体 中 膜 的 组 分 比例 是 有 差异 的 ,例如 ;人 红细胞 质 膜 中 的 脂 质 
占 43% 左 右 , 蛋 白质 约 占 49% ,碳水 化 合 物 是 8% Z+; BEBE RB r ñ$ 
脂 质 约 有 79% 左右, 蛋白 质 占 18% ,碳水 化 合 物 约 含 3% 左右 ; 阿 米 
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巴 细 胞 质 膜 的 脂 质 是 42% ,蛋白 质 约 占 54% ,碳水 化 合 物 的 含量 约 
为 4% 左 右 ; 嗜 盐 菌 的 些 膜 中 有 脂 质 25% 左右 、 蛋 白质 约 75% 、 碳 水 
化 合 物 为 零 ( 可 能 是 未 能 分 离 出 来 )。 其 中 的 碳水 化 合 物 几 平均 与 重 
白质 或 脂 质 共 价 结合 在 一 起 ,形成 了 糖 蛋 白 或 粮 脂 和 脂 多 糖 。 可 以 
认为 , 膜 是 由 脂 - 蛋白 质 基质 组 成 的 ,但 蛋白 质 的 种 类 很 多 ,它们 各 
自发 挥 其 特有 功能 (如 特异 的 通 透 性 ,电子 传递 性 ,特异 的 催化 性 能 
等 。) ,而 维护 膜 结构 的 完整 性 和 通 透 屏障 的 任务 是 由 膜 脂 完成 的 。 
5.1.2 真 核 细 胞 腊 的 分 离 


为 了 研究 生物 膜 的 组 成 和 ?=1.? _ 
结构 ,首先 必须 在 保持 亚 细 胞 器 关 速 离心 


完整 的 条 件 下 破碎 质 膜 ,并 从 细 


胞 中 分 离 出 尽 可 能 多 的 完整 膜 。 

常用 的 一 种 方法 是 在 低 渗 溶液 “ O 

中 温和 匀 浆 , 即 利用 细胞 在 低 渗 
溶液 中 胀 破 ; 另 一 种 方法 是 将 氮 后 ii 
气压 人 细胞 中 ,继而 突然 闻 迅 速 “G S. 
HSE BR SER JN EE. PR IS3B 


(b) 


据 分 子 大 小 采用 差 速 离心 法 而 i 
从 破裂 的 细胞 中 分 离开 各 细胞 。 图 5-1 (a) 差 速 离心 (根据 大 小 ) 和 
器 (图 5-1(a)); 如 果 要 将 破碎 的 (b) 等 密度 离心 (根据 密度 ) 
细胞 质 膜 自 破裂 细胞 混合 物 中 纯化 ,可 以 根据 破碎 质 膜 由 于 脂 含量 
高 ,相对 于 完整 的 细胞 器 具有 较 低 密度 的 特点 ,用 平衡 密度 简 度 (等 
密度 ) 离 心 法 把 样品 送 人 一 预制 的 溶质 (如 刻 糖 ) 梯 度 中 , 当 达 到 平衡 
时 ,能 在 相应 密度 区 域 中 找到 各 类 膜 或 细胞 第 (图 5-1{b))。 

合成 的 芒 糖 聚合 物 (Ficoll) 或 胶体 硅 颗 粒 (Percelly 可 形成 较 稳 定 
的 梯度 , 且 呈 现 惰性 ,对 生物 膜 不 会 渗透 ,将 它们 制 成 的 密度 梯度 ,已 
用 于 等 密度 离心 法 分 离 破碎 细胞 中 的 这 些 物质 。 细 胞 器 在 蕊 糖 密 度 
梯度 中 的 沉降 性 质 与 其 本 身 大 小 无 关 ,而 与 它们 的 密度 有 关 , 密度 又 
取决 于 它们 的 化 学 成 分 (核酸 o 一 1.7, 和 蛋白 质 pg 一 1.25, 脂 质 p=0.9 
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~1.1)。 于 是 , 核 相对 地 具有 较 高 的 密度 ,而 脂 质 含量 较 高 的 高 尔 基 
体 为 低 密度 。 如 果 细 胞 器 能 被 分 离 出 来 ,那么 它们 的 膜 也 就 可 以 分 
离 获得 。 

通过 分 离 和 测定 真 核 细胞 中 的 各 种 细胞 器 ,发现 每 一 种 细胞 器 
各 含 一 些 特有 的 酶 ,并 具有 专 一 性 功能 。 对 于 被 单一 膜 包围 的 细胞 
器 ,可 用 低 涂 缓冲 液 ( 渗 透 休 克 ) 处 理 , 再 经 离心 ,从 细胞 器 内 的 可 溶 
性 和 蛋 己 质 中 分 离 出 可 供 研究 膜 给 成 的 物质 。 对 于 具有 双 层 膜 的 核 和 
线粒体 ,必须 采用 适当 的 表面 活性 剂 进 行 处 理 ,以 便 选 择 性 地 增 溶 外 
膜 ,从 而 得 到 纯化 的 完整 内 膜 , 方 能 研究 它们 的 物理 和 化 学 性 质 以 及 
各 自 的 功能 。 这 一 方法 在 细胞 器 膜 内 脂 质 和 和 蛋白质 含 量 的 精细 分 析 
方面 已 经 使 用 ,从 而 建立 了 人 研究 各 种 不 同 膜 系统 的 结构 和 功能 的 实 
验 体系 。 | 

5.1.3 ”细菌 的 细胞 上 腊 组 成 

大 多 数 的 原核 细胞 是 由 一 层 坚 硬 而 颇 为 复杂 的 细胞 壁 保 护 着 ， 
这 类 细菌 能 在 低 渗 环境 中 生活 ,其 细胞 壁 不 会 胀 破 , 并 保持 细菌 原 有 
形状 ,如 杆 状 球状 或 螺旋 状 。 

根据 Christian Gram 的 染色 法 ,可 以 将 细菌 分 为 两 类 :一 类 是 以 
结晶 紫 - 碘 染 色 液 染色 后 ,经 乙醇 清洗 时 会 失去 其 颜色 , 称 革 兰 氏 阴 
性 ; 另 一 类 是 以 乙醇 清洗 后 依然 保留 着 结晶 紫 - 碘 染料 复合 物 的 颜 
色 , 称 革 兰 氏 阳 性 。 这 已 成 为 细菌 分 类 和 显微镜 鉴定 的 一 种 有 用 和 手 
段 。 染 色 性 质 的 不 同 与 革 兰 氏 阴 性 细菌 和 革 兰 氏 耻 性 细 贡 的 细胞 壁 
组 分 与 结构 相 异 有 关 ,也 是 膜 反 应 不 同 所 引起 的 。 

由 150000 人 悦 电 子 显 微 镜 照片 可 以 观察 到 , 革 兰 氏 阳 性 细胞 有 一 
层 质 开 和 一 层 厚 的 细胞 壁 。 根 据 分 析 的 结果 , 细 跑 壁 是 出 糖 -氨基 酸 
染 案 物 ( 肤 聚 糖 片段 见 图 5-2 二 维 示 意 ) 或 称 磷 壁 ( 酸 ) 质 的 多 元 醇 磷 
酸 多 聚 物 ( 见 G.Zubay《 生 物化 学 } 著 作 ) 组 成 的 。 细 菌 肽 聚 糖 G. 
Zubay 是 由 N- 乙 酰 葡 粮 胺 (GleNAc} 和 N- 乙 榴 胞 壁 酸 (MurNAc) 重 
复 交 蔡 联 结 成 的 链 , 再 由 连接 在 N- 乙 酰 胞 壁 酸 上 的 四 肽 ,通过 其 D- 
丙 氨 酸 残 基 (Alay 和 二 氨基 康 二 酸 残 基 (DAP) 形 成 酰胺 键 交 联 起 来 ， 

" 189 - 


—a A pA ET THA A r ET ET rT TE 
pr 


但 某 些 四 肽 并 非 尽 是 如 图 5-2 这 样 连接 的 。 革 兰 氏 阳 性 细菌 由 于 细 


1 Rk " Bk £ 
一 GIleNAc 一 MurNAc 一 GlcNAc— MurNAc 一 CIeNAc 一 NiurNAc- 


L - Ala— GIcNAc — MurNAc— GleNAc— MourNAr 一 
. | 


四 Ds Glu L+ Ala 
名 e D ， 四 
| Q | . 
D : Ala C— NH 一 DAP 
p. Ab 
图 5-2 ”细菌 肽 聚 糖 片段 网 状 结构 二 维 示意 
(Glu 代表 谷 氮 酸 ) 
胞 仅 被 一 层 单 一 膜 包围 , 它 的 蛋白 质 组 分 往往 较 简 单 , 细 胞 质 膜 重 日 
和 可 溶性 蛋白 的 功能 类 似 于 革 兰 氏 阴 性 细菌 ,大 分 子 水 解 酶 会 分 泌 
到 细胞 外 培养 基 中 ,从 外 界 分 解 和 吸取 营养 物 。 

革 兰 氏 阴 性 细菌 有 一 层 非常 薄 的 细胞 壁 , 它 是 由 肽 聚 糖 和 结合 
蛋白 组 成 的 ,外 面 又 被 脂 质 和 脂 多 糖 以 及 和 蛋白质 所 组 成 的 膜 包围 ,在 
内 层 壁 膜 和 外 层 膜 之 间 的 则 际 空间 中 还 含有 各 种 功能 的 重 日 质 。 为 
了 研究 其 各 层 膜 的 组 成 和 功能 ,已 成 功 地 应 用 可 水 解 肽 聚 糖 的 溶菌 
酶 和 能 使 外 膜 不 稳定 的 EDTA{( 乙 二 胺 四 乙酸 ) ,在 等 渗 蕊 糖 溶 液 中 
分 离 了 这 些 膜 ,并 将 膜 间 际 蛋白 释放 出 来 ,再 经 沉淀 而 与 原生 质 体 分 
开 。 球 状 诛 生 质 体 是 因 其 肽 聚 糖 细胞 壁 已 被 消化 而 失去 在 原 细 胞 内 
任何 非 球状 特征 所 形成 的 ,随后 用 超声 波 破 碎 其 外 膜 和 内 膜 ,而 膜 碎 
片 各 自 迅 速 地 围 集 ,重新 封闭 成 球状 小 泡 壁 (图 5-3)。 由 外 膜 碎片 
所 形成 的 小 泡 合 碳水 化 合 物 的 量 较 高 , 故 其 密度 比 内 膜 形 成 的 小 泡 
密度 大 ,于 是 采用 等 密度 芒 糖 梯度 离心 ,可 将 其 各 自分 开 。 | 

应 用 上 述 的 一 些 分 离 技术 和 逐 项 分 析 研 究 ,已 认为 电子 传递 链 、 
ATP 合成 酶 ,许多 传送 蛋白 和 其 它 的 酶 是 位 于 间 兰 氏 阴 性 细菌 的 细 
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胞 质 腊 上 ,了 噶 菌 体 与 细菌 素 的 隐匿 受 体 和 一 些 传送 蛋白 以 及 各 种 磷 
脂 酶 是 位 于 外 膜 上 。 两 膜 间 际 中 含有 参与 跨 膜 传送 重 蝗 , 趋 化 性 的 
党 养 结合 重 昌 与 各 种 水 解 酶 。 革 兰 氏 阴性 细菌 宁 的 重 怕 质 分 布 概 况 
见 表 5-2。 


球状 体 
e 溶菌 栈 式 超声 波 
EDTA 人 
— BNR H 


草 兰 外阴 性 细菌 细胞 


7" oo o oO 

处 理 GO Gemma |joeos co 
o 办 《梯度 离心 
BO 


图 5-3 芝兰 氏 阴 性 细菌 的 细胞 周 质 、 


内 腊 和 外 膜 的 分 离 
表 5-2 革 兰 氏 阴 性 网 菌 中 蛋白 质 在 亚 细 胞 器 前 定位 分 布 

细胞 外 ”内 层 细 胞 质 膜 

蛋白 酶 | ”电子 传递 链 

脂肪 酶 质子 - 移 位 ATP 酶 

糖 酶 某 些 传送 蛋白 

核酸 酶 沸 质 和 细胞 被 膜 生 物 合成 酶 
外 层 脂 多 糖 膜 细胞 质 

病毒 种 杀 昔 前 的 受 体 蛋 台 催化 可 溶性 底 物 合成 和 降解 的 酶 

磷脂 酶 A 和 溶血 磷脂 酶 DNA 
周 质 RNA 

参与 跨 膜 传送 与 趋 药 性 的 溶质 | ”核糖 体 


结合 蛋白 | 
BSJR RS 30 888 参与 DNA 复制 、 转 录 、 翻 泽 等 的 酶 
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上 述 介绍 的 各 种 方法 所 分 离 而 获得 的 障 , 通 前 可 用 氯仿 .甲醇 等 
有 栅 溶剂 好 理 , 能 将 脂 质 和 和 蛋 乌 质 分 开 而 分 别 抽 提 ,通过 生物 化 学 方 
Sri IS H y F ËJ JBE FI E F ph s E. ç 

5,2.1 H%P8 £H pK 

生物 膜 主要 是 由 脂 类 物质 和 和 蛋白质 组 成 的 ,二 者 在 大 多 数 膜 中 
的 重量 比 为 1:4 一 4:1, 膜 中 还 包含 糖 ,是 以 糖 脂 和 糖 蛋 白 的 形式 存 
在 。 

构成 膜 的 脂 类 物质 有 磷脂 . 糖 脂 和 胆 男 醉 三 类 ,最 常见 的 脂 类 物 
质 是 其 中 揭 磷 脂 , 是 一 含有 磷酸 基 的 脂 类 。 姨 脂 可 分 为 甘油 克 脂 和 
畏 磷 脂 , 它 们 具有 与 膜 绍 构 和 功能 有 关 的 性 质 。 

甘油 磷脂 是 磷 胆 中 数量 最 多 的 结构 物 , 均 含 有 一 个 甘油 -3- 磷 酸 
主 链 , 并 由 此 链 的 甘油 分 子 碳 1 位 和 矶 2 位 羟基 通过 脂肪 酸 栈 基 化 
形成 的 { 见 G. ZubayX《 生 物化 学 》)。 生 物 膜 中 碰 脂 酸 的 磷酸 基 上 被 各 
种 化 合 物 取 代 , 从 而 构成 了 大 多 数 的 碰 酸 甘 油脂 ,例如 兢 脂 醚 丝 毛 
MK; BS R Rk Z Rs ik .磷脂 酰 肌 醇和 磷脂 酰 胆 碱 (又 称 卵 磷脂 )。 磷 上 脂 酰 
甘油 的 甘油 碳 1 位 和 磋 2 位 的 羟基 还 可 以 被 男 一 分 子 兢 脂 酸 国 基 
化 ,生成 生物 膜 中 另 一 常见 的 碰 酸 甘油 脂 , 称 为 二 磷脂 酰 甘 油 ( 或 称 
心 磷脂 )。 在 神经 细胞 膜 和 肌肉 细胞 噶 中 尚 含有 楷 当 多 的 绒 醛 磷脂 

O O 〇 - 
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种 含 磷 的 脂 质 , 它 由 一 种 氨基 醉 { 称 鞘 氨 醇 ) 通 过 醚 胺 刍 连 按 脂 肪 酸 ， 
形成 神经 酰胺 ,并 在 神经 酰胺 的 1- 关 基 处 与 磷酸 乙醇 胺 或 磷酸 胆 碱 
发 生 栈 化 而 形成 的 。 

在 任何 蛮 酸 甘油 脂 或 神经 匡 楼 脂 中 均 能 分 离 到 各 种 脂肪 酸 的 混 
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合 物 ,可 以 发 现 磷 酸 甘 油脂 的 甘油 碳 1 位 有 一 个 饱和 脂肪 酸 ,而 碳 2 
位 含有 一 个 不 饱和 脂肪 酸 (在 细菌 内 是 环 丙烷 脂肪 酸 ), Pi Bi #F BB $ 
脂 或 乳 杆 菌 中 一 常见 的 成 分 ( 见 G.Zubay《 生 物化 学 》)。 测 定 自生 物 
源 来 的 各 种 磷脂 之 甩 肪 酸 成 分 ,结果 表明 ,由 于 砍 脂 的 多 样 化 而 上 所 歼 
得 的 脂肪 酸 也 是 多 样 的 , 除 环 丙烷 脂肪 酸 外 ,生物 内 磷脂 的 脂肪 酸 几 
于 都 是 14 一 24 的 偶数 兢 原 了 于 脂肪 酸 ,例外 的 有 茶 些 海洋 生物 售 大 量 
奇数 碳 原 子 脂 护 酸 。 大 多 数 细菌 内 的 磷脂 只 含 1 个 不 饱和 脂肪 酸 ， 
其 它 生物 的 磁 脂 中 所 售 不 移 和 脂肪 酸 或 许 有 1.2.3.4 个 双 键 ,而 它 
们 儿 笠 都 是 顺 式 结构 。 

第 二 类 脂 质 是 由 靖 糖 脂 组 成 的 一 些 化 合 物 ,它们 是 神经 细胞 膜 
和 肌肉 细胞 膜 的 重要 成 分 。 这 些 糖 脂 是 由 1 个 或 几 个 糖 残 基 以 及 糖 
苷 键 与 神经 酰胺 1 位 的 羟基 连接 而 入 生 的 。 由 单一 的 葡萄 糖 基 或 半 
乳糖 基 连 接 的 分 子 称 为 脑 茸 脂 ( 见 G. Zubay《 生 物化 学 》) 。 脑 和 神经 
系统 中 含有 很 丰富 的 半 乳 糖 脑 昔 脂 。 另 一 种 脑 硫 ( 苷 ) 脂 是 可 能 在 半 
乳糖 基 的 3 位 羟基 被 硫酸 酯 化 而 产生 的 。 神 经 节 昔 脂 是 更 复 条 的 一 
种 畏 糖 脂 , 它 含有 3 个 或 更 多 的 糖 残 基 并 连接 在 神经 酰胺 骨架 上 ,还 
至 少 有 上 个 唾液 酸 残 基 , 它 存在 于 神经 未 端 膜 上 (尤其 在 脑 中 ) ,可 能 
起 着 神经 刺激 传递 的 重要 作用 。 它 的 分 子 结构 式 见 G. Zubay 主编 
的 《生物 化 学 》。 

多 糖 脂 似 平 是 只 限于 革 兰 氏 阴 性 类 细菌 外 膜 中 的 组 分 ,通常 , 它 
含 碳水 化 合 物 的 重量 比 脂 质 高 ,但 由 于 它 的 脂肪 酰 链 是 细菌 外 层 膜 
结构 的 内 嵌 部 分 ,人们 往往 将 它 归 人 膜 脂 类 。 它 具有 O 抗原 的 末端 
碳水 化 合 物 链 能 伸展 到 细 臣 表面 (参见 图 5-4), 因 而 赋 于 细菌 旦 现 
特征 抗原 性 。 多 糖 脂 又 是 内 毒素 的 主要 成 分 ,而 革 兰 氏 阴 性 细 蔚 浴 
菌 时 所 释放 的 内 毒素 是 致 病 发 侥 的 物质 。 

当 类 是 生物 膜 上 另 一 类 脂 ,类 异 戊 二 烯 或 磊 类 是 生物 合成 它们 
的 前 体 。 在 生物 膜 上 发 现 的 一 些 较 重要 的 摹 类 有 :最 常见 的 莘 省 类 
一 一 胆 男 醇 存 在 于 动物 细胞 膜 和 少数 微生物 中 ;11- 顺 视 黄 醛 是 脊椎 
动物 视网膜 上 维生素 A 的 衍生 物 ; 植 醇 是 叶绿素 的 一 种 成 分 ;11- 异 
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戊 二 烯 醇 (或 细菌 莫 醇 ) 是 细菌 细胞 壁 生物 合成 中 的 一 种 重要 辅酶 ， 
泛 柄 (或 辅酶 Q) 具 有 在 线粒体 内 膜 上 作为 氢 载 体 的 功能 。 此 外 ,省 
体 是 血浆 中 茶 些 脂 和 蛋白 的 常见 成 分 。 


. 


—— “—  —.— 
9 侧 链 ”外 核 “ 二 庚 糖 ‘KDO)， BE A 
区 域 PM 

一 {12} 一 十 二 狂 酸 残 基 —— ft y: 2: 

——(i)— 3-OH 一 十 四 哈 酸 残 基 PBA E 

一 一 人 4) 一 +V 86 sü 3£ EIN 一 乙醇胺 

一 一 (1 一 十 六 刁 酸 残 其 KDO=2-B 3 -3- É SL 
辛 糖 酸 


图 5-4 自 伤 寒 菌 外 膜 多 糖 脂 结 构 示意 

几 种 生物 膜 脂 质 的 成 分 见 表 5-3。 可 以 发 现 :动物 细胞 膜 的 主 
要 磷脂 成 分 是 磷脂 酰 蛆 碱 , 而 细菌 中 以 磷脂 酌 乙 醇 胺 为 主 ; 在 河 核 生 
物 的 细胞 膜 上 , 畏 磷 脂 和 糖 脂 通常 都 不 存在 ,例外 的 有 胆固醇 和 多 糖 
脂 ; 表 中 所 提 及 的 大 多 数 生 物 膜 通过 电子 显微镜 观察 ,发 现 其 外 观 具 
有 独特 的 三 层 ,它们 的 脂 质 成 分 变化 很 大 ,人 仿 由 此 推测 , 膜 脂 是 以 
其 相似 的 性 质 和 相似 的 方式 对 生物 膜 特 有 结构 作出 贡献 的 。 

表 5-3” 几 种 腊 的 制剂 中 脂 质 成 分 


质 成 分 (百分比 ) 
胆固醇 PC SM PE PI PS PG DPG PA 糖 脂 


制剂 来 源 


大 鼠 肝 
细胞 质 膜 00 18 14.0 Jl 4.0 90 一 — 1 一 
内 项 网 (粗糙 ) | 6.0 55 3.0 16 80 30 一 一 一 一 


内 质 网 ( 光 福 ) | 10.0 55 12.0 21 6.7 一 一 19 一 一 
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| — 8 大 成 _ 分 (百分比 ) 


线粒体 (内 层 》 | 3.0 4 2.5 25 6.0 1.0 2.0 18 0.7 一 
线粒体 { 处 层 ) 50 50 50 23 13.0 2.0 2.5 3.5 1.3 一 


核 膜 i0.0 55 30 20 7.0 30 一 一 10 一 
高 尔 基体 7.5 40 100 15 60 35 一 一 一 一 
溶 酶 体 140 25 24.0 13 7.0 一 — 50 一 一 
EJ 

#8pS IB 22.0 1 60 14 — 70 一 一 一 21 
3 fh j+ 20.0 24 3.5 20 2.0 8.0 一 一 1.0 一 
大 鼠 红 血球 24.0 31 8.5 15 22 70 一 — 01 3 
AB EE3K1K 

细胞 (外 层 片段 〗 3.0 41 - 3 2.D 13..D — 一 一 一 
et 0 0 80 15.0 5 

细胞 质 膜 ee 

巨大 芽 抱 芽孢 杆菌 | 
细胞 质 膜 0 69 30.0 1.0 微量 


注 :PC= BRIBAKHHRE SM = WISH PF — SSSR: Z BSI; PI — 贷 脂 酰 肌 醇 ， 
PS=WDRBE22 3588 PG = 磷脂 陛 甘 油 ,DPG= —SWISBtH RO CSB), 
PA = #JBEË 
5.2.2 膜 脂 在 膜 中 的 有 序 结 构 
上 述 膜 脂 均 有 一 个 类 似 表面 活性 剂 的 共同 特征 , 即 分 子 中 不 仅 
含有 亲 水 基 团 ,而且 又 有 疏水 基 轩 。 例 如 磷脂 类 ,它们 就 是 由 长 的 玻 
水 尾部 脂肪 酰 链 和 一 个 以 磷酸 基 团 与 醇 酯 化 而 形成 的 极 性 亲 水 
“ 头 部 基 团 所 组 成 的 , 称 为 亲 水 玻 水 的 双亲 ( 媒 ) 分 子 。 当 pH 为 中 
性 时 , 极 性 头 部 基因 净 带 一 个 负电 荷 (如 磷脂 酸 、 磷 脂 栈 甘油 、 二 磷脂 
栈 甘 油 、 磷 脂 酰 肌 醇 .磷脂 栈 丝 氨 酸 等 ), 或 正 电荷 (如 O- 赖 氮 醚 磷脂 
栈 甘 油 ) ,或 没有 净 电 荷 ( 如 磷脂 酰 胆 碱 , 磷 脂 醚 乙醇 胺 )。 
糖 脂 和 多 糖 脂 也 有 碳 毛 化 合 物 基 团 的 尾部 和 糖 残 基 的 极 性 头 
部 。 胆 面 醇 在 化 学 结构 上 虽 完 全 不 同 于 含 脂肪 酸 的 脂 类 ,但 也 有 芍 
水 和 亲 水 部 分 。 鞘 磷脂 在 化 学 结构 上 与 磷酸 甘油 脂 大 不 相同 ,但 在 
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空间 结构 模型 上 似乎 与 其 它 磷脂 相似 。 

由 于 膜 脂 具 有 上 述 的 两 性 性 质 , 则 在 水 溶液 中 的 溶解 度 很 小 。 
例如 磷脂 分 子 有 大 的 朴 水 基 团 ， 使 其 在 水 溶液 中 只 能 以 非常 少 的 音 
体 分 子 形式 存在 ,它们 倾向 于 在 水 -空气 界面 形成 一 层 磷脂 薄膜 。 当 
磷脂 为 适当 少量 时 ,这 层 薄膜 是 磷脂 单 层 , 以 极 性 头 部 向 水 和 醉 水尾 
部 伸 向 空气 形成 有 序 排列 的 结构 。 当 溶液 中 含有 颇 多 的 磷脂 时 ,会 
使 其 在 水 -空气 界面 上 饱和 而 发 生 磷 脂 在 溶液 中 的 集聚 ,导致 脂肪 酰 
链 间 的 琉 水 与 范 德 华 力 的 相互 作用 增 至 最 大 限度 , 尽 可 能 地 挤 出 它 
们 附近 的 水 分 子 , 且 极 性 头 部 基 团 向 水 相 与 水 分 子 相互 作 用 。 相 应 
的 各 种 形式 胶东 ( 团 粒 和 双 层 “小 泡 ” 等 ) 结 构 分 布 于 水 溶液 中 ,界面 
单 层 腊 和 胶 束 结构 (参见 图 5-5) 都 是 相应 浓度 的 磷脂 在 水 溶液 中 旦 
现 的 自发 形式 ,由 于 它们 的 存在 破坏 了 围绕 磷脂 单 体 政 水 碳 氢 链 的 
水 分 子 之 有 序 排列 , 故 使 溶液 的 炳 增加 了 。 

水 溶液 中 磷脂 形成 的 
双 层 球形 胶东 , 其 中 心包 sh 
容 着 水 溶液, 四 周 也 被 水 UD 
溶液 所 包围 , 如 此 地 分 布 
在 水 溶液 中 犹 似 一 个 个 
“小 泡 ”, 它们 没有 暴露 在 h 


水 溶液 的 碳 氨 尾部 , 这 种 =S 
OPOR — ormso ASS 
利 。 大 多 数 自 然 界 的 磷脂 ( 妈 民 小 光 ) 
在 水 溶液 中 更 易 趋 于 双 层 


每 个 单 体 分 子 由 极 性 头 部 ( 黑 点 ) 和 连接 的 两 
所 
更 有 效 地 包容 水 洲 液 , 但。 条 月 态 栈 左 气 链 ( 双 法 线 ) 示 意 。 


是 缺少 一 条 脂 酰 链 的 溶血 
磁 脂 游离 的 脂肪 酸 和 某 些 表面 活性 剂 ,由 于 刀 何 形状 之 故而 具有 比 
磷 腊 更 小 的 琉 水 表面 积 , 因此 形成 团 粒 要 比 形成 双 层 小 泡 容 易 。 
生物 膜 结 构 与 磷脂 、 糖 脂 的 这 些 性 质 紧密 相关 。 这 些 分 子 在 水 
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溶液 中 形成 上 述 的 双 层 小 泡 结构 能 使 炉 增 加 ,而 AG= AH - TAS 为 
负 值 ,因此 ,该 过 程 是 可 以 自发 进行 的 ; a 
小 泡 , 由 十 其 它 分子 结 构 的 影响 , 则 小 泡 不 呈现 球形 ;分 散在 水 中 纯 
化 的 磷脂 ,其 极 性 头 部 基 团 在 双 层 中 排列 ,从 电子 显微镜 中 观察 到 三 
层 现 象 , 可 以 证 实 磷脂 双 层 生物 膜 在 电子 显微镜 照片 中 的 三 层 现 象 ， 
磷脂 双 层 的 醇 水 链 造 成 的 中 区 ,对 大 多 数 亲 水 物质 是 较 难 于 通 透 的 ， 
除非 有 识别 传送 系统 选择 通 透 某 个 亲 水 分 子 ,这 也 能 解释 生物 膜 的 
特异 遂 透 性 质 。 物 理化 学 领域 的 研究 充分 证 实 了 脂 类 在 决定 生物 腊 
结构 方面 具有 很 重要 的 作用 ,生物 膜 的 基本 肯 架 是 由 脂 双 分 子 层 膜 
结构 构成 的 。 


5.3 生物 膜 蛋 白 


5.3.1 用 蛋白 的 一 般 性 质 与 提取 

除了 膜 脂 是 生物 膜 的 重要 构成 成 分 ,并 呈现 出 生物 膜 的 某 些 特 
征 功能 之 外 ,在 任何 膜 结构 中 尚 须 注意 到 生物 膜 组 分 中 膜 结合 蛋白 
质 的 存在 。 人 参与 生物 膜 组 分 的 蛋白 质 会 显示 出 膜 的 其 它 如 传送 和 酶 
活性 等 专 -一 性 功能 。 这 种 蛋白 质 现 已 发 现 有 两 种 类 型 :一 类 称 作 外 
周 驱 重 白 ,它们 是 能 用 可 破坏 离子 键 和 和 氢 键 的 试剂 (例如 EDTA、 高 
价 盐 或 尿素 等 ) 处 理 , 即 可 以 已 分 离 的 膜 上 脱落 ; 另 一 类 称 为 内 岩 腊 
重 蝗 ,它们 依靠 膜 脂 和 蛋白质 间 的 较 强 朴 水 相互 作用 而 鱼 藏 在 膜 中 


间 , 必须 采用 有 机 溶剂 或 表面 


活性 剂 破坏 膜 脂 的 玖 水 相互 作 

用 ,才能 将 其 从 膜 上 分 离 出 来 。 MI 1 ym 2 

PEBE EA 4R nj $ë Jë rH - 15 q Ex II wfl hn, oy 
膜 重 白 梭 露 在 膜 表 面 的 亲 水 部 Š 9 $F 
分 相 蕊 作用 而 与 膜 结合 的 。 图 LI 


5-6 的 生物 膜 基本 结构 模型 是 ”图 5.6 ¿FEJA H 
根据 生物 腊 为 脂 双 分 子 层 情况 参与 腊 组 成 的 示意 
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下 描绘 的 。 

要 了 解 内 租 膜 蛋白 的 物理 和 化 学 性 质 ,必须 将 它们 从 膜 的 基质 
上 和 解 离 出 来 ,然后 纯化 而 进行 测试 。 通 常 可 以 利用 有 机 溶剂 或 表面 
活性 剂 将 内 许 蛋 晶 卷 离 膜 基 质 而 进入 溶液 。 表 面 活性 旗 可 分 为 天 然 
的 和 人 工 合成 的 两 类 双亲 媒 分 子 , 它 们 既 具 有 能 插 人 膜 基 质 的 疏水 
基 团 来 破坏 膜 结 构 并 形成 胶 束 ,又 有 洲 于 水 的 亲 水 基 团 可 将 蛋白 质 
分 子 带 人 水 中 而 增 溶 脂 质 和 蛋白质 成 分 。 天 然 的 表面 活性 剂 有 溶血 
孵 磷 脂 和 脱氧 胆 酸 钠 ( 当 类 胆汁 盐 ) 等 ,这 两 种 都 是 离子 型 的 ( 见 G. 
Zubay 主编 《生物 化 学 ) 等 著作 )。 合成 的 表面 活性 剂 有 TritonX-100 
《有 即 旺 温 -100) 和 辛 基 葡萄 糖苷 ,它们 都 是 非 离 子 型 的 ;离子 型 的 有 十 
六 烷 基 三 甲 基 胺 省 化 物 和 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS)。 十 二 烷 基 硫酸 钠 
是 一 种 有 效 的 重 马 质变 性 剂 。 许 多 表面 活性 剂 都 是 通过 形成 表面 活 
性 剂 - 脂 质 和 表面 活性 剂 - 脂 质 -蛋白 质 等 的 混合 胶 束 ( 见 图 5-7) 来 溶 
解 戏 中 的 重 白 项 。 赔 氧 胆 酸 钠 、TritonX-100、 八 酰 葡 萄 糖苷 和 省 化 
十 六 烷 基 三 甲 基 铁 的 化 学 式 分 别 示 于 如 下 (a) (b) (ec) 和 (d): 

人 
(a) sc) c—oy—o-crsch(otpca—o-p —— (CH); —N* (CH): 


O 
( b) (H;C),CCH,C(CH; KO >o (CH,CH;,O) er H 


HOCH; . 
O—(CH,)— CH; 


(e) OH 
HO 


OH 
(d) H,C(CH,)y—N* (CH;),Br ` 
由 于 上 述 表 面 活性 剂 的 特殊 几何 形状 ,一 般 均 形 成 胶 束 。 每 种 
”表面 活性 剂 都 有 一 个 特征 的 临界 胶 柬 浓度 (CMC) ,如 果 深 液 中 的 表 
面 活 性 剂 高 于 此 浓度 , 便 会 几乎 全 部 以 胶 束 形式 存在 于 溶液 中 , 当 浓 
度 申 高 时 , 胶 束 即 变 成 团 粒 结构 (人 参见 表 5-4, 应 考虑 到 影响 CMC 和 
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胶 束 大 小 的 因素 很 多 ,例如 离子 强度 和 pH 值 等 )。 每 种 表面 活性 剂 
尚 有 一 特征 的 亲 水 - 朴 水 平 衔 (HLB),HILB 值 是 在 实验 基础 上 获得 
的 经 验 性 值 ,有 多 种 的 确定 方法 ,而 分 子 中 亲 水 部 分 的 相对 分 子 质 量 
(Mi) 机 


(MbH) 的 加 和 {Mo+ My) 之 比 乘 以 20, 即 20 vo ME 就 是 其 中 的 一 


种 确定 方法 。 这 两 种 性 质 对 于 某 特定 的 表面 活性 基 在 决定 广 的 堵 
溶 方 面 起 着 重要 的 作用 。 但 必须 注意 同一 种 表面 活性 剂 往 往 对 不 同 
膜 系 统 的 增 溶 作用 有 差异 。 由 于 离子 型 表面 活性 剂 易 与 可 溶性 蛋白 
结合 ,有 可 能 促使 膜 蛋 饭 中 负责 健 化 活性 的 亲 水 基 团 之 构象 发 生变 
化 ,所 以 更 易 改 变 它们 的 生物 化 学 功能 。 目 前 还 未 发 现 亲 水 蛋白 质 
与 非 离 子 型 表面 活性 剂 之 间 的 化 学 作用 。 


UMU h] sk 3⁄2 


图 5-7 增 溶 所 形成 的 表面 活性 剂 - 脂 质 - 蛋 扬 质 混合 胶 束 团 粒 


内 谍 膜 蛋白 被 包 庄 在 表面 活性 剂 - 脂 质 的 胶 束 团 粒 中 , 则 这 种 团 
粒 的 相对 分 子 质 量 可 达 10 或 者 更 大 ,于 是 掩盖 了 各 种 膜 蛋白 分 子 
局 的 大 小 差异 ,造成 过 滤 或 按 分 子 大 小 与 形状 分 离 蛋 白质 的 方法 对 
膜 蛋 日 的 分 离 往往 没有 特别 用 处 。 如 果 使 用 脱氧 胆 酸 和 辛 基 葡 萄 粮 
音 等 高 CMC 的 表面 活性 齐 便 有 可 能 按照 分 子 大 小 的 原理 分 离 膜 蛋 
已 。 非 离子 型 的 Triton X-100 等 表面 活性 剂 可 用 于 离子 交换 层 析 法 
来 分 离 溶解 的 膜 蛋 白 。 
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表 5-4 区 生物 化 学 中 常用 的 一 些 表面 活性 剂 性 质 


I 单 体 相对 n Bi2 AF948 
表面 活性 齐 x. 8 CMC(mmoVL) 。 对 分 于 质量 
非 离子 型 
Triton X-100 625 0.24 90000 
3: 3-8. D. 88 SE tF 292 25 
离子 型 
脱氧 月 酸 (阴离子 ) 392 4 800 
溶血 卵 磷脂 ( 浴 合 ) 500 一 600 0 人 2 95000 


ET  . SP TT 


SDS 288 8 17000 
表 中 数据 可 随 测 定时 条 御 差 寞 而 变化 

特别 有 用 的 方法 是 根 据 虱 白质 相对 朴 水 力 而 设计 的 疏水 相互 作 
用 层 析 ,此 法 采用 已 共 价 结合 疏水 烷 基 或 芳香 基 的 不 溶性 支持 物 (如 
琢 脂 糖 或 聚 两 烁 酰胺 ) ,往往 能 够 使 以 耻 水 相互 作用 力 吸 附 到 树脂 上 
的 蛋白 质 可 按 相 互 作 用 力 的 大 小 ,借助 于 逐渐 改变 洗 脱 缓冲 液 的 芷 水 
力 ,离子 强度 .pH 或 温度 而 将 吸附 膜 蛋 白 相 继 地 洗 下 来 ,从 而 达到 分 
离 的 目的 。 这 种 玖 水 树脂 的 液体 层 析 柱 曾 纯化 过 许多 内 骨膜 蛋白 。 

亲 和 和 层 析 是 纯化 可 溶性 酶 的 一 种 很 有 效 的 技术 ,也 已 成 功 地 用 
于 许多 内 骨 膜 蛋白 的 纯化 ,如 对 能 与 专 一 性 代谢 物 相 互 作用 的 传送 
蛋白 进行 纯化 。 硫 酸 贸 和 等 电 点 议 证 、 等 电 聚 焦 以 及 制备 用 的 胶 电 
泳 等 在 合适 的 增 溶剂 存 在 下 ,已 应 用 于 内 歇 膜 蛋 蝗 的 纯化 。 

5.3.2 上 膜 蛋白 的 分 离 .测定 和 膜 上 排 布 

以 离子 型 表面 活性 剂 十 二 煤 基 硫酸 钠 (SDS) 完 全 增 溶 膜 之 后 ， 
即 可 使 用 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 技术 测定 特定 膜 的 重 白 质 成 分 。 
这 种 技术 可 辨别 人 类 红血球 膜 中 仅 十 多 种 蛋白 质 ( 参 见 图 5-8) ,也 
证 明了 包围 某 些 神经 央 胞 轴 突 的 茜 磷 脂 膜 和 哺乳 动物 肌 浆 网 状 膜 中 
都 含有 三 种 主要 蛋白 质 (特异 通 透 性 能 .电子 传递 性 能 和 特异 催化 性 
能 等 的 蛋白 质 )。 肌 桨 网 状 膜 蛋白 的 含量 最 丰富 ,经 监 别 它 是 Ca** 
移 位 ATP 酶 。 哺 乳 动物 视网膜 杆 状 外 层 片 断 的 主要 蛋白 质 是 视 紫 
红 厌 , 它 是 单一 肽 链 。 
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4.1 | | 一 FA>-L( 血 型 糖 蛋 白 A) 
4.2 e | 一 -PAS-4 
| 一 一 一 一 一 一 一 一 - (未 定性 的 糖 肘 ) 
(~ 肌 动 蛋白 ") 5 2 | pAS-.-2 
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图 5.8 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙 精 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 的 人 类 红血球 膜 重 白 


出 考 己 斯 觉 蓝 染 成 色 带 ,编号 为 1-7 号 , 带 3 和 PAS-1 没有 完全 分 离开 。 
PAS-1 一 PAS-2 为 唾液 杖 类 僵 日 (可 被 -种 与 破水 化 合 物 反 应 的 试剂 重 淋 ) 


许多 已 分 离 的 内 从 碟 重 日 有 一 共同 的 性 质 , 就 是 通常 需要 一 个 
朴 水 环境 以 维持 生物 活性 结构 。 如 果 这 些 和 蛋白 质 局 围 除 去 表面 活性 
州 和 残余 磁 脂 ,往往 导致 任何 酶 或 其 它 具 有 生物 活力 的 物质 失 活 ,所 
以 蛋白 质 从 溶液 中 凝集 或 沉 深 也 往往 发 生 失 活 现 象 。 因 此 ,测定 腊 
蛋白 在 天 然 状态 下 所 存在 于 膜 系统 的 三 维 结构 ( 即 拓扑 结构 ) 很 有 必 
要 ,由 它 可 进一步 了 解 蛋 白质 在 生物 膜 中 所 起 的 重要 作用 。 

测定 草 重 白 拓 扑 结构 的 技术 是 使 用 蛋白 酶 和 其 它 不 能 透 过 膜 的 
修饰 试剂 进行 处 理 ,并 与 氨基 酸 顺 序 分 析 相 结合 ,以 确定 多 肽 的 哪 部 
分 暴露 在 噶 内 和 膜 外 两 侧 , 哪 一 部 分 是 被 里 在 膜 结构 的 脂 质 中 。 若 
一 种 膜 只 含 一 种 盘 白 质 的 少数 情况 下 ,就 有 可 能 采用 电子 显微镜 技 
术 测 定 多 肽 在 膜 中 的 分 布 。 
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内 嵌 哎 蛋白 经 实验 证 实 有 两 种 基本 类 型 ;一 类 内 媒 膜 蛋 贞 是 一 
小 部 分 埋 入 膜 的 疏水 部 位 ,而 其 大 部 分 伸 向 水 溶液 中 ,例如 在 红细胞 
膜 上 所 发 现 的 两 种 主要 的 蛋白 质 , 即 唾液 酸 糖 蛋白 (血型 糖 蛋白 ) 和 
带 3 阴离子 传送 蛋白 ; 另 一 类 内 同 蛋 白 , 它 的 多 肘 链 大 部 分 被 膜 训 在 
中 间 , 因 而 难于 接近 亲 水 的 标记 试剂 。 

血型 糖 蛋 白 已 从 红细胞 膜 中 分 离 得 到 , 它 的 相对 分 子 质 量 约 为 
31000, 且 具有 细胞 ABO 血型 和 MN- 血型 抗原 特征 ,还 成 为 流感 病 
毒 的 受 体 。 血 型 糖 蛋白 是 由 蛋白 质 _ _ 
( 占 总 重量 40%) 和 碳水 化 合 物 ( 占 总 
重量 60% ) 组 成 的 , 即 它 有 一 条 肽 链 ， “Y 
短 的 碳水 化 合 物 链 以 共 价 结合 在 氨基 Š 
端 区 域 的 氨基 酸 残 基 上 ,多 肽 链 的 送 
基 端 富 含 极 性 氨基 本 ,分 子 中 糖 和 亲 
水 氨基 酸 残 基 这 部 分 是 极 性 的 ,而 蛋 III! 
白质 链 的 中 段 合 有 一 约 20 个 氨基 酸 — 
残 基 的 极为 疏水 的 伸展 于 膜 内 部 分 。 NGoc 


SO tw 
标记 实验 证 明 富 含 碳水 化 合 物 的 氨基 s s: 
端 位 于 红细胞 膜 外 表面 , 蛋 鼎 质 分 子 黑 5-9 哺乳 动物 红细胞 膜 血型 
在 这 段 的 蛋白 质 约 占 血型 糖 蛋白 总 体 糖 重 白 拓 扑 结构 


申 珠 表示 糖 残 基 , 都 位 于 膜 外 出 
的 80% 以 上 ,又 由 于 和 蛋白质 的 羧基 端 的 蛋白 质 氨基 端 上 (主要 和 看 白 


是 暴露 在 红细胞 膜 的 内 侧 细胞 质 中 ， | O A KE UE LA 
所 以 每 个 血型 糖 蛋 白 分 子 一 定 是 横 跨 

膜 配 布 的 。 图 5-9 所 描绘 的 模型 表明 :血型 糖 蛋白 的 疏水 段 因 对 红 
细胞 膜 中 两 种 主要 脂 质 (磷脂 和 胆固醇 ) 有 较 大 的 亲和力 ,导致 其 埋 
和 五 水 环境 中 形成 一 个 很 稳定 的 螺旋 。 这 个 螺旋 长 庆 约 4nm, BË 
短 于 已 知 生 物 膜 的 厚度 。 

人 类 红血球 膜 上 另 一 种 具有 传送 阴离子 通道 典型 特征 的 内 艇 腊 
蛋白 ,是 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 分 离 中 的 带 3 蛋白 。 
完整 细胞 和 不 封闭 的 膜 血 影 细 欧 的 标记 实验 研究 ,了解 到 该 相对 分 
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子 质量 约 95000 的 糖 蛋白 也 是 跨 膜 的 , 它 在 细胞 外 仙 表 面 含 有 碳水 
化 合 物 。 糖 蛋白 有 占 其 分 子 约 三 分 之 一 的 羧基 端 ,此 拔 基 疯 和 糖 重 
白 的 碳水 化 合 物 部 分 (结合 了 糖 残 基 的 大 多 数 氨基 酸 ) 组 成 的 片段 ， 


细胞 
外 侧 
COOH 


II II 


JN (yee 
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图 5-10 人 类 红 绍 胞 膜 阴离子 
通道 蛋白 ( 带 3) 在 膜 
上 的 结构 示意 


JE: Ei R UN fB [6] 38 il B% 28 a 2 I8i , 
该 片段 的 相对 分 子 奈 量 约 有 
38000。 然 而 与 血型 糖 蛋 白 相 反 ， 
相对 分 子 质量 将 近 41000 的 多 上 肽 
片段 (包括 重 白质 的 氨基 端 } 是 处 
在 细胞 膜 内 情 的 细胞 质 中 。 相 对 
分 子 质量 大 约 有 17000 的 片段 被 
证 明 是 完全 跨 膜 的。 红细胞 膜 内 
的 多 肽 是 以 二 育 体 形式 存在 (人 参 


见 图 5-10)。 伸 展 至 细胞 膜 外 侧 的 片段 至 少 可 被 在 细胞 外 侧 的 试剂 
标记 。 根 据 实验 的 又 一 发 现 ,阴离子 通道 的 多 肽 至 少 横 跨 膜 二 次 。 
生活 在 盐 沼 泽 中 的 嗜 盐 杆菌 ,具有 一 种 不 常见 的 生物 膜 ,通称 此 
膜 ,是 由 脂 质 和 仅 含 一 种 细菌 视 紫 红 质 的 量 白 质 所 组 成 ( 视 紫 红 质 之 
称 是 由 含 类 似 视觉 受 体重 日 视 紫 红 质 中 辅 基 的 视网膜 辅 基 而 得 名 )。 


这 种 具有 与 光 反 应 起 着 质子 泵 
功能 的 蛋白质 ,在 厌 气 条 件 下 
生物 合成 ATP 有 着 极其 重要 
的 作用 。 从 电子 显微镜 图 和 分 
辩 率 为 0.7nm 的 衍射 图 案 有 可 
能 推定 出 细菌 视 紫 红 质 重 白 在 
紫 膜 平面 内 形成 一 个 高 度 规则 
的 六 角形 格子 结构 ,每 个 这 种 
重 马 质 分 子 跨 膜 七 次 ,每 一 跨 
膜 片 段 都 显示 a 螺旋 的 结构 
《图 5-11)。 由 此 可 看 到 细菌 视 
紫红 质 的 大 部 分 片段 是 里 在 膜 


图 


5-11 哮 盐 细菌 紫 蜡 中 的 单个 
细菌 视 紫 红 质 蛋白 分 子 
在 膜 中 示意 


除 顶 端 和 底部 外 ,? 个 a SRE H. Ez B> 8k 3Ë 
直 于 膜 平面 ,并 卉 在 膜 脂 中 ,a 螺旋 间 的 联 


接 包 上 肪 片段 未 示 出 
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脂 质 中 ,说 明 这 种 蛋白 质 具 有 高 含量 的 疏水 氨基 酸 。 

各 种 研究 表明 , 膜 蛋 白 通常 以 折 胎 方式 使 高 度 结 构 化 的 蛋白 质 
尽量 以 疏水 基 团 暴露 于 表面 ,促进 其 也 能 存在 于 生物 膜 内 部 以 琉 水 
为 特征 的 环境 中 。 盘 过 高 级 电镜 技术 ,得 到 具有 跨 膜 光驱 动 质子 友 
功能 的 细 贡 视 紫 红 质 蛋白 存在 于 膜 内 时 的 三 维 结构 初步 图 像 。 含 有 
247 个 残 基 的 分 子 肽 链 排 布 成 7 个 “螺旋 组 成 一 束 ,螺旋 的 长 度 约 
4nm 足以 横 跨 膜 ,螺旋 的 “内 侧 表面 "有 着 可 相互 发 生 作用 的 带电 基 
团 ,这样 的 排 布 迫 使 螺旋 中 带电 氨基 酸 侧 链 以 互补 形式 在 蛋白 质 
内 部 发 生 作 用 。 螺 族 的 “外 侧 表 面 "以 疏水 侧 链 暴露 王 膜 内 部 的 朴 水 
环境 中 。 这 种 性 质 与 中 子 衍射 测试 获得 顷 氨 酸 位 于 螺旋 “外 表面 "的 
结果 是 一 致 的 。 结 论 是 细菌 膜 蛋 白 视 紫红 质 与 存在 于 水 极 性 环境 中 
的 球 蛋 白 相 比 , 在 结构 上 正好 内 外 相反 。 这 犹 似 聚 乙烯 醇 在 一 定 条 
件 下 将 其 分 子 的 亲 水 羟基 向 内 并 与 Cu(OH) 作用 ,呈现 以 琉 水 链 向 
外 的 结构 形式 ,然而 在 另 一些 条 件 下 的 溶液 中 却 以 疏水 链 向 内 ,以 疏 
水 力作 用 包 囊 Cu(OH); 而 形成 透明 溶液 的 相反 结构 形式 。 由 此 间 
接 旁 证 似乎 也 能 给 予 解释 ,说 明生 白质 的 拓扑 结构 也 有 可 能 进行 如 
此 的 变换 。 

根据 生前 线粒体 内 膜 上 电子 传递 链 的 拓扑 结构 的 证 据 表明, 有 
些 内 幅 膜 中 白 并 不 跨 膜 , 某 些 位 于 膜 的 内 表面 ;一些 位 于 膜 的 外 表 
障 ; 也 有 的 是 处 于 整个 膜 结构 中 。 这 种 排 布 和 当前 人 们 普遍 接受 的 
呼吸 过 程 中 电子 传递 和 质子 春 的 模型 是 一 致 的 。 肝 内 质 网 膜 上 具有 
脂肪 酸 去 饱和 功能 的 电子 传递 链 系统 ,电子 由 NADH 传 给 细胞 色素 
bs 还 原 酶 ,随后 传 给 细胞 色素 bs , 青 传 给 去 饱和 酶 ,所 有 这 些 蛋 白质 
的 催化 部 位 都 处 在 内 质 网 的 细胞 质 一 储 。 测 定 细 胞 色素 bs 的 实验 
揭示 其 相对 分 子 质量 为 16000, 它 通过 一 个 含有 较 高 比例 的 朴 水 性 
伺 基 酸 残 基 的 多 炭 片 段 (相对 分 子 质量 有 5000) 插 人 膜 内 ,这 肽 段 进 
入 膜 后 形成 一 个 环 ,然后 又 加 到 原来 一 侧 , 它 并 未 穿 过 膜 而 使 氨基 端 
和 羧基 端 处 在 内 质 网 的 细胞 质 一 侧 。 

根据 以 上 所 述 , 在 生物 膜 中 发 现 的 蛋白 质 之 拓扑 结构 显然 要 比 
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蓝 脂 的 拓扑 结构 复杂 得 多 ,变化 也 多 ,多肽 可 以 穿 过 膜 , 有 的 也 可 不 
穿 过 膜 ; 相 当 大 的 重 息 质 片段 可 突出 细胞 膜 外 人 山 , 也 可 突出 在 细胞 腊 
内 侧 ;多肽 可 能 含有 相当 的 疏水 性 氨基 酸 成 分 而 将 此 片段 埋 于 膜 内 ; 
其 氨基 端 可 以 在 细胞 的 外 侧 , 而 它 的 送 基 端 却 突出 在 细胞 质 一 侧 ,对 
不 同 的 内 艇 多 肽 而 言 ,相反 情况 也 可 能 存在 。 这 些 情 况 可 以 概括 为 
如 下 几 点 :无 论 大 小 ,多 肽 片段 都 是 通过 朴 水 力 与 膜 脂 发 生 强 烈 的 相 
互 作用 ;在 膜 内 多 肽 的 常见 结构 是 a 螺旋 ; 质 膜 糖 蛋 白 的 疏水 柚 链 总 
是 在 螺旋 的 外 侧 。 


5.4 生物 膜 的 结构 和 性 质 


在 前 人 的 研究 中 ,先后 提出 了 多 种 的 膜 结 构 模 型 。 可 是 ,这 些 研 
究 者 都 不 具有 如 今 我 们 所 掌握 的 有 关 膜 脂 与 膜 和 蛋白 的 拓扑 结构 之 信 
息 。 

5.4.1 上 膜 的 流动 镶 炭 模型 

人 们 现在 所 接受 的 膜 结构 是 由 J.S.Singer 和 G.L. Nicolson 于 
1972 年 提出 的 流动 镶 艇 模型 ,此 模型 的 基本 概念 认为 , 膜 的 基本 结 
构 之 重复 单位 是 磷脂 分 子 的 双 层 排列 (厚度 约 Snm) , Tü Pg x R 28 Ri 
似乎 是 以 随机 的 状态 处 于 双 层 中 , 某 些 如 线粒体 的 细胞 色素 等 的 蛋 
白质 可 能 位 于 脂 双 层 两 个 表面 中 的 内 侧面 或 外 侧面 ;有 些 如 血型 糖 
蛋白 和 阴离子 通道 蛋白 等 蛋白 质 可 能 从 膜 的 一 侧 穿 至 另 一 侧 ; 还 有 
些 如 细菌 视 紫 红 质 等 蛋白 质 也 许 大 部 分 囊 埋 在 朴 水 区 域 中 。 大 部 分 
的 膜 磅 脂 是 以 双 层 排列 的 ,和 而 由 于 生物 草 活 性 的 需要 ,也 有 一 些 磁 脂 
是 与 特异 性 内 租 膜 蛋白 结合 在 一 起 。 膜 的 整个 结构 是 动态 的 而 并 非 
是 静 J 上 的 状态 ,大 部 分 成 分 都 能 较 迅 速 地 作 侧 向 平移 扩散 和 环绕 垂 
次 于 脂 双 层 平面 的 轴 作 旋转 运动 。 但 脂 质 和 和 蛋白质 横 跨 膜 双 层 平面 
的 旋转 运动 是 很 难 而 极 少 发 生 的 。 图 5-12 大 概 地 描绘 了 在 某 一 时 
间 和 空间 内 所 设想 的 生物 膜 流 动 久 吝 模型 , 它 体 现 了 生物 膜 结构 的 
一 些 已 知 特征 。 
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5-12 Singer 和 Nicolson 等 所 设想 的 流动 镶嵌 模型 

应 用 低 人 射 角 X 射线 东 对 生物 膜 的 电子 衍射 物理 技术 ,测定 了 
膜 脂 双 层 的 结构 ,显示 出 膜 脂 双 层 两 侧 的 两 个 入 射 峰之 间 ( 即 膜 中 心 
部 位 ?为 电子 密度 的 “ 波 谷 ”( 见 图 5-13), 体 现 了 磷脂 和 糖 脂 的 碳 氢 
“尾部 ” 比 极 性 头 部 基 团 具有 更 低 的 电子 密度 ,而 且 富有 电子 和 缺乏 
电子 区 域 的 面积 与 纯 磷 脂 在 水 溶液 中 形成 的 膜 双 层 结构 对 应 面积 相 
似 ， 其 它 物 理化 学 测定 的 结论 与 双 层 结构 观点 完全 一 致 。 可 以 认为 
大 部 分 生物 膜 的 最 基本 结构 特征 是 脂 双 层 拓 扑 结构 ,但 有 例外 的 。 

现 已 完全 确认 蕴 双 良 是 亲 水 溶质 不 易 越 过 的 通 透 屏障 。 只 有 于 
些 被 特异 性 内 工 蛋 白 识别 的 水 深 性 分 子 才能 容易 她 透 过 膜 ,而 这 些 
膜 蛋 白 也 只 有 在 与 腊 双 层 内 膜 脂 的 非 极 性 部 分 相互 作用 形成 的 非 水 
环境 中 , 方 能 有 效 地 发 挥 作用 。 

例如 ,质子 被 泵 出 线粒体 的 单身 膜 通 透 过 程 ,表明 跨 线 粒 体内 膜 
的 质子 载体 蛋白 在 膜 中 有 不 对 称 排 布 的 结构 ;又 如 血型 糖 蛋白 和 阴 
离子 通道 蛋白 总 是 处 在 细胞 内 侧 和 外 侧 一 个 方向 上 。 这 些 事实 也 表 
明 这 种 在 膜 内 不 对 称 排 布 是 能 够 长 期 存在 的 。 

名 种 技术 充分 地 证 实 , 膜 蛋 魏 的 排 布 是 动态 的 , 它 与 膜 脂 有 平行 
于 腹 双 层 平面 进行 相互 侧 向 扩散 的 能 力 ,而 内 骸 膜 蛋白 很 难 发 生 围 
绕 平 行 于 肛 双 层 之 轴 进 行 身 滚 的 行为 。 测 证 侧 向 扩散 的 一 种 比较 简 
单 的 方法 , 邑 荧 光 光 漂白 饶 复 技术 。 该 技术 是 采 必 荧光 标记 胶 成 分 ， 
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然后 在 膜 的 一 个 小 区 域内 经 一 种 短暂 而 强烈 地 闪光 照射 破坏 其 荧 
光 , 进 行 所 谓 的 荧光 光 漂 白 , 并 通过 荧光 显微镜 观察 此 区 域 ,以 时 间 
作画 数 可 以 观察 到 荧光 再 次 出 现 , 便 可 得 没有 光 漂 白 的 分 子 扩散 进 
和 人 这 漂白 区 域 的 速度 。 一 个 特定 的 荧光 标记 膜 成 分 在 膜 平 面 上 的 扩 
散 系 数 就 能 从 荧光 出 现 的 时 间 推 算 而 获得 。 使 用 此 技术 已 证 实 了 许 
多 膜 蛋 白 和 腊 脂 所 进行 的 俩 向 平移 运动 ,例如 能 够 看 到 状 椎 动物 视 
网 膜 上 的 一 种 光 受 体 和 蛋白 视 紫红 质 在 脂 双 层 中 的 一 频繁 运动 ,发 现 
各 种 蛋白 质 在 膜 内 的 扩散 系数 差异 很 大 。 

L.Frye 和 M. Edidin 设计 了 一 个 试验 蛋白 质 在 生物 膜 中 流动 性 
的 著名 实验 ,他们 使 用 了 
能 对 小 鼠 细 胞 的 膜 蛋 白 发 
出 绿色 荧光 的 专 一 性 抗体 
标记 ,而 对 人 细胞 应 用 可 
发 红色 荧光 的 专 一 性 抗体 
标记 , 县 借助 于 能 促进 细 
胞 融合 的 仙台 病毒 而 使 小 
鼠 细 胞 与 人 细胞 融合 。 如 
果 膜 蛋白 不 会 扩散 ,那么 
这 两 种 细胞 融合 的 杂 核 体 
膜 蛋白 即使 在 生理 温度 
(377 ) 保温 较 长 时 间 后 ， 
也 依然 保持 红 绿 标记 的 分 
离 状 态 。 然 而 , 实验 尚未 
到 30 分 钟 便 可 在 荧光 显 
(a) 由 X 射线 衍射 测 is ane qua au 微 镜 下 观察 到 红 绿 标记 混 
骨 神 经 ( 稍 长 的 ) 健 萧 腊 相对 电子 密度 与 离开 中 心 蚜 合 而 交织 在 一 起 ,在 1 小 
离 的 关系 。 因 其 脂 质 /和 蛋白质 比 例 高 ,密度 曲线 形状 时 内 即 能 在 所 有 杂 核 体 中 


主要 由 脂 类 决定 。 
《b) 按 密度 申 线 形状 ( 短 的 内 框 ,长 的 外 框 ) 和 已 知 哺 见 到 人 和 小 个 细胞 的 蛋白 


乳 动 物 神 经 婴 峭 膜 中 各 脂 类 大 致 比例 画 出 的 结构 ” 质 完 全 镰 舱 。 由 此 实验 结 
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6 个 蛆 恩 醇 分 子 :5 个 甘油 脂 分 子 ;4 个 畏 脂 分 子 
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果 也 提供 了 内 啼 和 蛋白 侧 向 扩散 的 直接 证 据 和 脂 双 层 中 脂 质 成 分 运动 
的 间接 证 据 。 杉 是 ,可 能 由 于 某 些 内 堪 蛋 白 相 互 缩 合 或 与 细胞 质 的 
结构 成 分 相互 作用 ,导致 所 测 得 的 扩散 速度 比 预期 的 稍 慢 些 。 以 其 
它 各 种 分 光 技 术 也 获得 了 脂 质 分 子 在 膜 平 面 上 扩散 的 证 据 ， 

W .Hubbell #ll H. MceConnell 运用 了 能 自发 透 入 某 些 生物 膜 中 的 


自 旋 标记 TEMPOLO 二 NCCCHs)(CH2 )3CCCHs) J] ,通过 电子 自 
旋 共 振 (ESR) 谱 测试 生物 膜 成 分 的 流动 性 ,证 明了 神经 细胞 腊 和 肌 
肉 细胞 膜 的 疏水 区 域 具有 流体 样 的 低 粘 度 。ESR 技术 可 以 测定 自 
由 基 中 不 成 对 电子 ( 顺 磁 基 团 ) 吸 
收 的 能 量 与 外 加 磁场 大 小 的 关 
系 , 但 是 ,生物 膜 在 正常 情况 下 
不 会 有 这 类 顺 磁 性 基 团 ,于 是 必 
须 癌 所 测试 系统 引进 一 个 念 稳定 
自由 基 的 分 子 作 自 旋 标记 ,例如 
含有 氧化 氮 基 团 的 自 旋 标 记 。 这 
种 自 旋 标记 必须 是 疏水 的 或 者 是 
连接 至 膜 内 一 种 正常 脂 质 成 分 
上 。 由 于 氮 核 影响 了 氧化 氮 中 不 
成 对 电子 的 能 量 吸 收 ,使 ESR 谱 
图 分 裂 为 3 个 峰 { 图 5-14) 而 精度 


和 周围 介质 的 极 性 会 影响 峰 的 形 

状 和 峰 的 相对 位 置 。 他 们 用 提纯 ws 
后 的 大 豆 磷脂 小 泡 做 平行 实验 ， 19 8 í 
也 能 观察 到 以 同类 方式 影响 图 514 磅 脂 酰 胆 碱 自 旋 标 记 类 
TEMPO 的 ESR 谱 图 。 磷 月 的 所 ch ap b 
化 气 入 生物 已 被 当 顺 磁 探 针 , 用 网 腊 中 的 ESR 谱 图 


于 研究 粗 型 的 生物 膜 平 面 上 的 扩 {虚线 为 5% 类 似 物 、 实 线 为 0.25% 
散 速 度 ,37 时 的 扩散 速度 是 每 。 类似 多 六 高 新 =10 NAN 
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秒 几 个 微米 ,说明 磁 脂 分 子 在 几 分 钟 内 从 动物 细胞 的 一 边 移 动 至 另 
一 边 是 可 能 的 ,而 在 典型 的 细菌 中 完成 相同 的 扩散 过 程 所 需 的 时 间 
不 到 | 秘 钟 。 上 述 这 些 实验 为 蛋白 质 和 脂 质 在 生物 膜 中 的 侧 向 扩散 
和 建立 流动 镰刀 模型 提供 了 确凿 的 证 据 。 

此 外 ,如 [BC] 核 磁 共 振 谱 等 其 它 物理 测试 方法 证 明了 膜 脂 和 膜 
蛋白 能 围绕 垂直 于 脂 双 层 平面 的 轴 作 自由 旋转 。 但 至 今 物理 和 化 学 
方法 尚未 能 测 出 内 髋 膜 人 蛋白 在 生物 膜 中 的 跨 膜 翻转 运动 。 大 多 数 内 
骨膜 蛋白 会 暴露 出 膜 的 外 侧 或 内 出 或 两 侧 的 亲 水 表面 区 域 ,从 分 子 
间 相 互 作用 的 观点 和 能 量 和 角度 来 考虑 ,需要 极 性 基 团 脱离 亲 水 表面 
区 域 ,而 与 双 层 中 朴 水 区 发 生 短 午 要 互 作 用 ,以 便 进 行 跨 膜 翻滚 ,这 
是 非常 不 利 的 ,所 以 , 脂 双 层 中 处 于 特定 方位 的 内 骸 膜 蛋白 分 子 在 脂 
双 层 平面 上 之 跨 膜 翻滚 运动 是 不 会 发 生 的 。 然 而 ,对 磷脂 分 于 的 类 
似 测 定 却 发 现 , 当 它 们 获得 高 活化 能 时 翻转 运动 是 可 发 生 的 。 不 过 ， 
在 生理 温度 二 ,这 翻转 过 程 需要 的 一 半 时 间 约 长 达 一 天 ,要 比 侧 向 扩 
散 速 度 慢 了 许多 数量 级 。 

膜 脂 和 膜 蛋 白 的 亲 水 政 水 两 性 性 质 导 致 生物 膜 的 不 对 称 拓扑 结 
构 , 而 且 生 物 膜 是 流动 的 动态 结构 ,于 是 呈现 出 许多 生物 膜 的 功能 。 

5.4.2 膜 物 理性 质 及 其 影响 因素 

要 了 解 生 物 膜 结构 与 其 功能 的 关系 ,务必 研究 影响 和 改变 以 上 
所 述 的 膜 成 分 动态 性 质 的 因素 ,因为 膜 成 分 的 动态 性 质 对 于 膜 表 面 
和 膜 内 进行 的 许多 反应 过 程 紧 密 相关 。 

间 双 层 内 各 成 分 扩散 速度 的 影响 因素 有 温度 和 膜 成 分 等 ,由 单 
一 种 类 磷脂 组 成 的 双 层 ,典型 地 呈现 出 一 些 物理 性 质 如 能 量 吸 收 等 
在 特定 又 狭窄 的 温度 ( 相 变 中 点 温度 Tm 左右 ) 范 围 内 会 发 生 突变 。 
这 是 由 于 在 某 特定 温度 范围 内 温度 升 高 时 , 随 着 力 绕 磷脂 中 碳 和 氢 链 
上 各 个 碳 - 碳 键 的 旋转 运动 增加 ,脂肪 酰 侧 链 的 排列 从 高 度 有 序 到 较 
混乱 构象 的 变化 导致 相 变 所 引起 的 。 通 过 X- 射 线 术 射 ,ESR 谱 和 差 
扫描 量 热 法 等 各 种 测试 技术 均 可 观察 到 这 种 物理 性 质 的 突变 。 

热 吸 收 与 温度 跑 数 关系 的 实验 结果 表明 ,由 单一 种 类 纯 磷 脂 组 
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成 的 双 层 才能 在 相 变 中 点 
温度 Tm 左右 较 狭 的 温度 范 
围 内 发 生物 理性 质 突变 (图 


Š 5-15) ,而 从 细胞 分 离 到 的 腊 
š 双 层 通常 的 相 变 温度 (> 
Š 10C ) 范 围 宽 得 多 ,有 的 其 至 
Š 无 法 分 辩 出 其 相 变 的 温度 范 
| 围 。 


通常 ,大 多 数 生物 膜 上 
的 脂 都 具有 不 均一 性 ,而 内 
图 5-15 各 种 磷脂 在 水 中 的 嵌 膜 蛋白 的 作用 又 可 降低 它 
de 55 9 
FBS8J2: (c) SK IRBEBBESBR; (d) 588518 (Ən 引起 相 变温 度 范围 变 宽 。 此 
乙 二 醇 防 冻 , 对 突变 有 影响 ) 外 , 碳 氢 链 长 得 与 它们 在 膜 
双 层 中 的 下 水 作用 力 强 弱 有 
关 , 因 而 长 链 能 使 有 序 状态 ( 凝 胶 相 ) 较 为 稳定 。 所 以 ,对 于 相 变 温度 
而 言 ,具有 得 脂肪 酰 链 的 脂 质 比 含有 长 饱和 脂肪 栈 链 的 脂 质 低 。 例 
如 ,14 烷 基 无 双 键 磅 脂 酰 服 碱 (PC) 的 Tm 为 24 ,而 22 烷 基 无 双 
键 PC 的 Tm 为 75TC 。 如 果 脂 质 的 顺 式 碳 氢 链 中 含有 不 馅 积 键 ,就 
犹 似 引 进 了 一 个 “弯曲 不 协调 又 僵硬 的 关节 ”, 这 也 会 导致 脂 双 层 处 
于 较 无 序 状态 , 它 的 相 变 温度 也 会 移 向 低温 。 例 如 ,磷脂 酰 胆 碱 (18 
烷 基 无 双 键 PC) 的 Tm 为 58C ,而 18 烷 基 含 双 键 PC 的 Tm 只 有 一 
228 。 于 是 ,在 一 定 温 六 下 ,脂肪 榴 链 和 不 饱和 脂肪 酰 链 的 长 度 之 比 
例 , 以 及 碳 毛 链 中 双 键 的 位 置 都 会 影响 生物 膜 的 粘度 和 流动 性 。 出 
于 膜 双 层 中 不 同 种 类 脂 质 会 在 不 同 温度 时 变 成 无 序 状态 ,因此 生物 

膜 的 基本 特征 之 一 是 具有 宽 的 要 变温 度 。 
磷脂 的 极 性 头 部 基 团 的 性 质 也 影响 着 纯 吏 脂 悬 液 的 相 变 中 点 温 
BE ,磷脂 酸 (16 烷 基 无 双 键 PA) 和 计 脂 酰 乙 醇 胺 (16 烷 基 无 双 键 PE) 
的 相 变 中 点 温度 (Tm) 分 别 为 67C #l 63C , 88 JRBRRIBBü(16 烷 基 无 
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双 键 PC) 和 磷 肿 酰 甘油 (16 烷 基 无 双 键 PG) 的 Tm 依次 为 43 和 
4ILTC ,前 二 者 与 后 二 者 相 比 ,Tm 高 了 约 20C 。14 烷 基 无 双 键 磷脂 
k Z RER (PF.)85 Tm 为 51C ,而 14 烷 基 无 双 键 磷脂 酰 甘 油 (PG) 的 
Tm 为 23 。 

Ca** 和 Me 等 二 价 阳离子 可 能 会 与 磷酸 头 部 基 锁 形成 离子 
键 ,束缚 了 邻近 的 碟 脂 分 子 , 使 它们 的 扩散 性 质 减 弱 , 从 而 影响 了 膜 
的 流动 性 。 所 以 二 价 阳 离子 是 生物 膜 良 好 的 稳定 剂 , 若 除去 了 它们 ， 
便 常 引起 细胞 溶解 和 外 周 蛋 白 解 离 。 

胆固醇 能 以 其 极 性 羟基 与 腊 脂 的 极 性 头 部 基 轩 相互 作用 , 当 它 
插入 脂肪 醚 链 间 ,在 磷脂 双 层 中 浓度 低 时 所 形成 的 “ 兽 区 ”, 其 相 变 温 
度 曲 线 比 磷脂 独自 时 要 宽 一 些 ; 如果 膜 中 含 高 浓度 胆固醇 时 便 会 限 
制 磁 脂 碳 氢 链 的 运动 自由 ,从 而 降低 膜 成 分 的 流动 性 ,引起 了 膜 “ 硬 
化 ,呈现 出 抑制 了 一 些 依 赖 于 半 流 动 环境 的 过 程 。 例 如 , 当 向 纯 卵 
磷脂 酰 胆 碱 制 成 的 脂 质 体 掺 进 多 于 20 摩尔 % 以 上 的 胆固醇 时 , 脂 质 
体 对 水 和 葡萄 糖 的 通 透 性 会 减少 。 与 膜 上 有 关 的 一 些 过 程 如 某 些 跨 
膜 传送 系统 的 催化 运载 反应 内 吞 作用 和 忠 刻 作用 等 都 靠 半 流动 的 
环境 才能 进行 ,生物 体 的 演化 达到 了 较 复 杂 的 机 制 ,大 多 数 细胞 能 保 
持 一 定 的 路 质 成 分 ,促使 许多 膜 臣 分 在 生长 温度 下 能 较 迅 速 地 和 作 便 
向 扩散 ,以 便 在 各 种 条 件 下 仍 维持 这 种 半 流 动 环境 。 

土 述 引 人 注目 的 有 趣 调 节 作 用 ,其 例 是 各 种 植物 .动物 和 细菌 等 
细胞 能 以 增加 膜 不 饱和 脂肪 酸 的 化 例 来 应 付 温度 的 降低 ,从 而 确保 
膜 在 比较 低 的 温度 下 仍 具 备 适 当 的 功能 。 由 此 可 看 作 至 少 有 了 两 个 方 
面 的 调节 机 制 :其 一 是 在 大 肠 杆 菌 和 巨大 芽孢 杆菌 等 细菌 中 ,参与 含 
不 饱和 脂肪 琶 链 之 磷脂 生物 合成 的 这 些 酶 ,它们 促进 合成 的 活力 是 
受 温度 的 诱导 影响 ;其 二 是 在 植物 和 酵母 菌 中 ,生物 合成 中 氧 是 去 饱 
和 酶 的 底 物 ,在 低温 下 和 氧 的 溶解 度 会 增加 , 则 不 饱和 脂肪 酸 的 生成 量 
提高 了 。 此 外 ,还 有 光 {( 对 于 植物 ) 营养 、 发 育 和 衰老 阶段 等 其 它 因 
素 都 会 影响 生物 合成 不 饱和 脂肪 酸 , 从 而 影响 膜 的 流动 性 。 

已 观察 到 许多 纯化 的 内 嵌 跑 蛋白 ,如 自 牛 心 线粒体 中 分 离 到 的 
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细胞 色素 氧化 酶 ,在 增 深 于 水 溶液 后 , 仍 结合 着 克 脂 分 子 而 自发 形成 
小 泡 结 构 。 这 些 结合 着 的 脂 质 被 认为 是 保持 内 嵌 腊 蛋白 的 结构 与 功 
能 所 必需 的 。 加 入 硬 脂 酸 的 氧化 氮 衍 生物 自 旋 标 记 , 用 ESR 测试 
时 显示 出 有 两 类 可 动 性 自 旋 标 记 , 一 类 是 高 度 扩 散 的 ; 另 一 类 运动 较 
慢 , 可 能 就 是 脂 质 分 子 围绕 酶 形成 缔 合 的 原因 ,而 与 蛋白 质 结合 的 脂 
质 分 子 发 生 自 由 交换 ,造成 扩散 运动 较 慢 。 还 有 的 是 胆固醇 诱发 产 
生 的 磷 葛 - 朋 固 醇 区 域 而 形成 所 谓 的 “ 资 ” ,其 中 的 磷脂 分 子 运动 也 比 
膜 内 的 大 部 分 磷脂 分 子 慢 。 

目前 已 知 , 几乎 所 有 的 真 核 细胞 在 它们 细胞 质 内 部 都 含有 由 微 
管 和 微 丝 组 成 的 细胞 骨架 。 微 管 和 微 丝 主要 分 别 由 微 管 蛋白 和 肌 动 
蛋白 组 成 。 微 丝 在 结构 上 与 肌肉 细胞 的 肌 动 蛋白 纤 丝 相 似 在 细胞 的 
质 膜 下 形成 束 , 它 在 运动 和 知 哈 作用 等 过 程 中 起 着 重要 作用 ,参与 细 
胞 表面 和 质 膜 内 形状 的 局 部 或 总 体 变化 。 微 丝 与 细胞 质 膜 有 直接 联 
系 。 许 多 动物 细胞 的 一 种 外 周 细 胸 表面 糖 蛋 映 称 为 纤 粘 连 和 蛋白 , 它 
在 细胞 - 细 陷 积 细胞 -基质 粘 附 中 起 作用 。 以 免疫 荧光 显微镜 观察 ， 
显示 出 仓鼠 纤 粘 连 蛋 白 与 细胞 肯 架 微 丝 的 跨 膜 联系 ,这 可 能 是 由 于 
内 内 膜 蛋白 和 其 它 的 外 周 蛋 白 之 作用 ,致使 纤 粘连 蛋白 的 制 回 扩散 
L;a[ L B H tb RKB le R 341 IS 2 F 3415 5000 倍 以 上 。 所 以 ,温度 PS 
子 环 境 和 组 成 可 影响 生物 膜 的 基本 物理 特征 流动 性 ,而 膜 成 分 
的 局 部 运动 是 受 蛋 白质 -蛋白 质 、 脂 质 -蛋白 质 以 及 脂 质 - 脂 质 的 相互 
作用 影响 。 

5-4.3” 生 物 膜 的 不 对 称 性 和 装配 

除了 上 述 的 化 学 探 针 可 提供 蛋白 质 在 脂 双 层 中 单身 和 不 对 称 的 
排 布 信息 外 , 当今 已 可 用 冰冻 蚀刻 电子 显微镜 技术 来 直接 观察 膜 成 
分 的 排 布 ,此 方法 是 先 将 整个 细胞 或 膜 簿 速 冰 冻 ,然后 用 锋利 的 万 展 
切片 机 劈 击 样品 ,由 于 蕴 双 层 的 两 个 单 层 耻 肪 酰 链 间 只 有 较 弱 的 足 
水 相互 作用 力 而 成 为 阻力 最 小 的 面 , 于 是 在 膜 脂 双 层 的 内 外 两 个 单 
层 间 是 断裂 平面 。 当 重金 属 投影 后 用 电子 显微镜 观察 到 两 个 单 层 的 
玻 水 端 内 表面 。 许 多 生物 膜 可 用 冰冻 蚀刻 技术 臂 裂 成 两 半 ,以 研究 
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两 个 内 表面 的 十 分 不 同 之 形态 ,也 可 从 其 中 发 现 某 些 蛋白 质 是 分 别 
处 在 这 两 个 单 层 中 的 某 一 户 内 ,证 实 了 这 些 跨 脂 双 层 多 肽 的 单 向 和 
不 对 称 排 布 。 

从 1972 年 以 来 ,M.S.Bretscher 等 人 发 现 了 人 类 红血球 中 绝 大 
部 分 的 磷脂 醚 乙醇 胶 和 所 有 了 磷脂 酰 丝氨酸 ,不 会 被 来 自 细 胞 外 的 化 
学 探 针 实现 修饰 ,但 红血球 血 影 细胞 的 内 、 外 两 个 单 层 都 暴露 而 遇 化 
学 试剂 ,于 是 两 个 单 层 的 磷酸 甘油 赋 均 能 被 修饰 。 这 些 结果 表明 , 生 
物 膜 中 的 脂 质 存在 不 对 称 的 排 布 。 后 来 ,采用 了 降解 磷脂 的 酶 (如 磷 
脂 酶 和 东 磷 脂 酶 ) 进 行 实验 ,测试 结果 表明 ,磷脂 酰 胆 硕 和 鞘 磷脂 亿 
平 主要 存在 于 红血球 细胞 膜 的 外 层 上 ,呈现 出 某 些 脂 质 在 内 、 外 单 层 
中 不 等 分 布 的 形态 。 所 以 ,尽管 膜 磷 脂 在 红血球 脂 双 是 内 、 外 两 层 的 
数量 相等 ,但 每 一 单 层 所 含 的 脂 质 成 分 似乎 可 以 不 同 。 

一 种 测定 含有 伯 氮 基础 脂 (磷脂 酰 乙醇 腔 .磷脂 酰 丝 氨 酸 ) 不 对 
称 性 排 布 的 理想 探 针 是 2, 4, 6-= W 3£ 3 a KQ ( TNBS, 
(ON)3CeHsSO3 + H,N—=*==z— (ON)Ceth—NH—As + SO + 
H! ]。TNBS 具有 极 性 ,在 低温 时 不 能 迅速 地 穿 过 大 多 数 生物 膜 ,但 
它 能 与 完整 的 细胞 (或 封闭 小 泡 的 含 伯 氨基 磷脂) 迅速 反应 ,由 此 揭 
示 这 些 舍 伯 氨基 磷脂 分 子 是 位 于 脂 双 层 的 外 单 层 上 。 那 么 ,如 果 能 
分 离 和 定量 由 TNBS 修饰 和 未 被 修饰 到 的 磷脂 酚 乙 醇 膀 与 磷脂 本 
丝氨酸 , 便 能 估计 出 它们 在 膜 内 、 外 两 个 单 层 上 分 布 的 相对 比例 。 通 
过 前 述 的 酶 学 方法 或 各 种 物理 技术 {NMR ESR 波谱 和 久光 衍射 
等 ) 分 析 了 其 它 膜 质 的 分 布 ,所 得 测试 结果 表明 , 脂 质 在 脂 两 技 的 两 
个 单 层 中 之 不 对 称 分 布 也 是 生物 膜 的 一 个 基本 特征 。 

可 以 认为 , 某 些 内 其 膜 蛋白 与 其 特定 的 脂 质 结合 , EHRAR FE rh E 
白质 不 对 称 排 布 能 影响 它 所 结合 的 蕴 质 位 置 和 分 布 。 辐 时, 膜 双 层 
中 内 、 外 单 层 接触 的 溶液 是 十 分 不 同 的 (如 细胞 外 环境 ,细胞 质 成 分 
和 生物 腊 活 性 上 之 差异 ) ,它们 也 有 可 能 引起 蛋白 质 分 布 的 不 对 称 
性 。 总 之 ,根据 膜 功能 的 需要 ,对 于 各 种 生物 来 源 的 膜 而 言 , 脂 两 层 
中 的 蛋白 质 和 脂 质 成 分 并 不 相同 ,而 且 又 是 不 对 称 分 布 的 。 
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由 膜 成 分 的 分 析 结 果 可 知 , 质 膜 是 最 复杂 的 细胞 结构 之 一 。 典 
型 的 细菌 质 膜 约 含 100 多 种 不 同 的 可 白 质 和 多 种 类 型 的 磷脂 ,每 一 
种 类 型 磷脂 又 可 按 不 同 的 脂肪 酸 成 分 分 为 几 类 。 这 些 分 子 以 各 种 不 
同 的 形态 不 对 称 地 排 布 在 膜 上 ,以 及 特定 的 定向 于 细胞 膜 内 侧 和 外 
侧 。 为 确保 膜 成 分 所 需 的 蛋白 质 和 脂 硕 插入 膜 中 而 定位 在 双 层 的 适 
当 位 置 上 ,所 谓 生源 机 制 的 膜 生物 合成 和 装配 过 程 ,必须 按 其 功能 要 
求 有 规律 又 有 程序 地 进行 。 现 在 所 掌握 的 这 方面 信息 ,大 部 分 是 通 
过 对 革 兰 氏 阴 性 细菌 质 膜 和 外 层 膜 以 及 真 核 细 胞 内 质 网 (细胞 质 膜 
前 栖 ) 的 分 析 研 究 , 由 此 膜 系统 的 生源 机 制 推论 至 其 它 膜 系 统 生 源 机 
制 而 得 出 的 。 

所 有 生长 中 的 细胞 在 增长 旦 最 终 分 裂 为 子 细 胞 的 整个 过 程 , 需 
要 新 的 质 胸 成 分 的 合成 .扩展 和 装配 。 新 合成 的 膜 蛋白 和 路 质 务必 
在 维持 膜 的 通 透 屏障 功能 并 无 破坏 双 层 结构 的 连续 性 情况 下 ,有 效 
地 插入 早已 存在 的 了 双 层 中 。 在 许多 细菌 (原核 细胞 ) 中 几乎 所 有 的 
膜 脂 是 磷脂 ,生物 合成 所 需 的 酶 大 多 数 是 质 膜 内 芳 膜 蛋白 ,三 磷酸 甘 
油 的 脂肪 酸 酰 化 作用 以 及 生物 合成 .扩展 和 装配 的 整个 过 程 均 应 发 
生 在 细胞 质 膜 上 上 。 在 动物 真 核 细胞 中 脂 类 生物 合成 的 酶 都 是 与 内 质 
网 紧密 结合 在 一 起 的 ,细胞 质 膜 应 首先 通过 内 质 网 扩散 而 形成 小 泡 ， 
骨 移 主 质 膜 上 融合 而 完成 的 。 显 然 , 脂 质 是 被 驱动 而 插 进 生物 膜 的 。 
许多 亲 水 的 膜 脂 前 体 都 是 在 胞 浆 中 合成 的 ,所 以 ,可 以 视 为 ,在 真 核 
和 原核 系统 中 膜 脂 生 物 合 成 酶 的 活性 部 位 均 暴 露 在 细胞 质 一 例 。 

J .Rothman #ll E. Kennedy 使 用 膜 不 通 性 的 探 针 TNBS, 在 革 兰 
氏 阴 性 细菌 巨大 芽 候 杆菌 中 探索 了 新 合成 分 子 是 如 何 被 插 进 膜 脂 双 
层 的 外 单 层 问题 。 他 们 采用 短 脉冲 (>P] 磷 酸 标 记 新 合成 的 磋 酸 脂 
酰 乙 醇 胺 ,然后 立即 用 TNBS 处 理 , 他们 发 现 起 始 在 脂 双 层 的 外 单 
层 上 没有 同位 率 标 记 的 楼 髓 出 现 ,在 24 亿 保温 30 分 钟 后 , 却 出 现 有 
约 1/3 的 [*PJ 磷 脂 酰 乙醇 胺 上 有 TNBS 标记 ,这 与 仅 用 TNBS 探 针 
所 测 得 膜 中 有 磷脂 酰 乙 醇 胺 总 量 的 33% 在 质 膜 外 单 层 上 ,而 其 余 的 
分 布 在 细胞 质 一 侧 的 内 单 层 上 是 一 致 的 。 他 们 从 实验 事实 出 发 , 提 
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出 了 有 关 巨 大 芽孢 杆菌 膜 脂 生物 配置 的 重要 结论 :新 合成 的 磷脂 栈 
乙醇 胺 起 初 只 是 摊 人 到 内 单 层 中 而 在 外 单 层 出 现 的 速度 要 比 双 层 模 
型 磷脂 翻转 扩散 速度 快 约 十 万 倍 。 然 而 , 脂 类 的 扩展 对 于 在 两 个 单 
居间 造成 不 对 称 排 布 起 着 重要 作用 。 从 内 质 网 的 实验 也 发 现 ,在 真 
核 细胞 中 可 获得 同样 的 结论 ,但 以 何 驱动 力 和 原因 促使 脂 类 不 进入 
外 单 层 问题 尚未 研究 清楚 。 
f 内 嵌 膜 蛋白 的 合成 装配 鞋 少 有 两 条 插 人 途径 :有 些 是 在 细胞 质 
多 核糖 体 上 合成 后 摊 人 膜 中 (所 谓 翻 译 后 插入 ); 另 一 些 膜 蛋白 是 由 
膜 结合 多 核糖 体 上 合成 ,经 一 边 被 翻译 ,一 边 随即 插入 膜 中 (所 谓 共 
翻译 插入 )。 实 验 发 现 , 膜 脂 和 某 些 膜 蛋白 都 是 在 细胞 本 身 的 瑛 上 合 
成 ,动物 细胞 膜 中 的 蛋白 质 成 分 会 随 细胞 生长 阶段 和 环境 因素 的 改 
变 而 变化 。 在 细菌 内 许多 膜 蛋白 的 合成 速度 会 随 着 细胞 生长 培养 基 
的 变化 而 改变 。 从 总 的 来 看 ,内 嵌 膜 蛋白 合成 和 插入 膜 中 装配 的 速 
度 并 不 是 一 定 要 协调 前 。 实 验 也 发 现 , 膜 蛋白 的 合成 和 插 人 装配 并 
无 需 膜 脂 的 协同 合成 。 当 突变 体 的 大 肠 杆 菌 细胞 甘油 饥饿 的 培养 基 
中 继续 生长 时 ( 约 只 能 一 代 ), 由 于 蛋白 质 不 断 地 合成 ,蛋白 质 与 内 外 
层 膜 脂 的 比例 增加 了 约 50% 。 如 果 外 加 甘油 满足 的 情况 下 ,使 蛋白 
质 合成 全 部 被 氨 要 素 阻 断 , 磷 脂 也 能 独立 地 继续 合成 和 插 和 人 膜 中 装 
配 , 并 不 需要 伴随 蛋白 质 的 合成 和 迭 入 。 
然而 ,可 以 认为 ,细胞 中 膜 结构 的 装配 和 维持 是 一 个 动态 过 程 。 
膜 结合 的 磷脂 生物 合成 酶 活性 是 由 蛋白 质 - 脂 质 的 比例 来 调节 ,以 使 
细胞 生长 期 闻 膜 脂 和 膜 蛋 白 在 双 层 内 达到 较 稳 定 的 比例 ,首先 反映 
在 膜 蛋 白 和 膜 脂 合成 的 差 比 速度 上 的 调节 。 如 果 在 大 肠 杆 菌 磷脂 生 
物 合成 突变 体 的 培养 基 中 不 加 甘油 , 饥 铁 一 个 时 期 后 再 添加 甘油 ,能 
使 含有 丰富 蛋白 质 的 不 正常 细胞 膜 显示 出 比 不 饮 饿 细胞 快 得 多 的 磷 
脂 合 成 速度 。 又 因为 膜 成 分 在 合成 后 装配 到 正在 生长 的 膜 上 之 同 
时 ,它们 在 新 陈 代谢 中 也 以 较 慢 速度 不 断 地 被 降解 。 尽 管 此 周转 过 
程 是 随 着 分 子 类 型 不 同 而 异 的 ,但 是 膜 磷 收 比 膜 蛋白 具有 更 短 的 半 
豪 期 ( 较 高 的 周转 率 )。 这 种 连续 周转 的 动态 过 程 ,还 能 使 细胞 为 适 
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应 环境 (如 湿度、 营养 等 ) 的 变化 而 迅速 地 调整 其 膜 成 分 , 则 导致 它们 
的 "使 用 寿命 变化 极 大 。 


5.5 生源 机 制 的 信号 学 说 和 其 它 机制 


通常 ,磷脂 是 相对 分 子 质 量 小 于 1000 的 分 子 , 当 它们 被 膜 结 合 
酶 催化 合成 后 ,由 于 它们 本 身 是 易 形 成 胶东 的 表面 活性 剂 和 混合 自 
由 能 为 负 值 而 可 自发 地 挫 人 脂 双 层 中 。 不 过 ,大 多 数 内 赃 膜 蛋白 的 
相对 分 子 质量 在 104 一 105 ,并 含有 一 定 比 例 的 高 度 亲 水 氨基 酸 , 而 县 
当 它 们 从 细胞 内 合成 的 场所 部 分 或 全 部 穿 过 膜 双 层 的 疏水 区 域 而 揪 
入 膜 后 要 在 双 单 层 中 形成 不 对 称 和 单 向 定位 的 排列 ,说 明 膜 重 白 装 
配 的 生源 机 制 比 膜 脂 要 复杂 得 多 。 

5.5.1 腊 蛋 白 和 分 泌 蛋 白 生源 机 制 的 信号 假说 模型 

实验 发 现 , 细 菌 肘 素 糖 外 壳 似乎 是 由 Css 类 异 戊 二 烯 脂 载 体 , 即 
细菌 熙 醇 参与 携带 肽 -二 糖 * 结 构 单 元 "穿越 细胞 质 膜 而 插 人 到 正在 
生长 的 细胞 壁 。 革 兰 氏 阴性 细菌 外 层 膜 的 脂 多 糖 末端 的 O 抗原 碳 
水 化 合 物 部 分 ,也 是 附 在 细菌 蓝 醇 上 后 才 插 人 细胞 质 膜 外 表面 的 腊 
糖 蛋白 上 。 在 真 核 细胞 有 相似 共 醇 的 长 莫 醇 参与 碳水 化 合 物 残 基 半 
膜 糖 蛋 白 转移 。 

C. Milstein 和 G. Brownles 等 在 研究 可 大 量 合 成 和 和 分泌 特殊 伊 
疫 球 蛋白 轻 链 的 小 刀 骨 于 瘤 细胞 时 ,发 现 此 类 分 泌 重 白 是 在 粗糙 内 
质 网 (ER) 腊 上 布 满 的 核 粮 体 处 发 生 的 。 这 些 蛋 白质 穿 过 膜 进 入 腑 
内 结合 糖 残 基 , 并 被 载体 小 泡 有 序 地 转运 到 高 尔 基体 加 工 ( 增 接 糖 残 
基 ) ,再 由 高 尔 基体 形成 的 小 泡 与 细胞 质 膜 融 合 ,然后 将 分 泌 蛋 日 释 
放 至 细胞 外 。 对 于 动物 细胞 的 质 膜 蛋白 合成 与 装配 也 有 相似 的 历 
程 ,不 过 最 后 导致 内 嫉 糖 弄 白 插入 质 膜 中 。 从 这 些 骨 骨 瘤 细胞 上 取 
出 的 多 糖 体 也 能 指导 合成 轻 链 多 肽 ,但 以 此 合成 的 蛋白 质 衫 对 分 子 
质量 比 完整 的 粗糙 肉质 网 上 合成 的 要 大 约 1500。 这 多 出 的 片段 位 
于 蛋白 质 的 氨基 端 ,通过 研究 ,认为 这 片段 可 能 是 一 “指导 信号", 指 
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令 正 在 延伸 的 肽 链 插 人 粗糙 内 质 网 膜 中 , 当 在 穿越 内 质 网 膜 而 不 需 
要 "信和 号 "时 ,可 被 一 个 或 许 与 膜 结合 的 蛋白 酶 (加 工 ) 切 除 掉 。 

1975 年 G. Blobel 和 B. Dobberstein 经 进一步 研究 ,提出 了 和 蛋白 
质 穿越 粗糙 内 质 网 的 信号 假说 。 他 们 认为 : 

(1)mRNA 的 翻译 是 由 非 膜 结合 的 “游离 ”核糖 体 启动 后 ,首先 
合成 一 条 对 应 于 信号 密码 子 的 氨基 酸 信和 号 顺序 。 

(2)mRNA 为 那些 将 被 输出 内 质 网 膜 的 蛋 音 质 编码 时 ,在 “信号 
密码 子 的 起 始 密码 后 面 紧 接 一 特定 密码 子 的 顺序 。 这 条 信号 顺序 
#fFE2EEIK EH IE 198 F ,使 信号 顺序 附近 形成 一 个 穿 膜 小 
fu, 
(3) 4322 BB PEBRT ,新 合成 的 多 肽 链 被 挤 过 孔 ,部 分 进入 腔 中 ,在 
多 肘 链 完全 合成 之 前 ,信号 顺序 被 切除 。 

(4) 翻 译 的 终止 作用 使 蛋白 质 完全 进 和 人 粗粮 内 质 网 腔 中 ,核糖 体 
亚 基 由 mRNA 上 解 离 , 便 从 腊 上 脱 附 ,于 是 小 孔 消 失 。 

《5) 输 出 的 蛋白 质 含 有 信号 顺序 ,由 于 此 信和 号 顺序 发 出 信和 号 , 方 
使 新 合成 的 肤 链 和 核糖 体 附 于 膜 上 。 

内 要 膜 蛋白 的 插入 也 可 用 信号 学 说 解释 。 例 如 ,在 水 泡 性 口 膜 
炎 病 毒 (VSV) 感 染 的 动物 细胞 膜 中 ,存在 着 大 量 由 病毒 基因 组 指导 
合成 的 外 突 G 蛋白 , 它 是 一 种 跨 膜 的 糖 蛋 白 ,在 被 VSV 感染 的 细胞 
粗糙 内 质 网 上 合成 的 ,又 于 翻译 完成 之 前 ,在 粗糙 内 质 网 腔 内 将 碳水 
化 合 物 残 基 结 合 到 蛋白 质 上 。 研 究 结果 表明 G 蛋白 先 被 侣 成 为 具 
有 一 条 信号 顺序 的 前 体 , 该 蛋白 质 插入 膜 中 与 信号 顺序 的 切除 是 同 
时 进行 的 ,随后 ,VSV 的 G 和 蛋白 自 粗糙 内 质 网 转移 经 高 尔 基 体 ,以 小 
泡 与 质 膜 融合 而 插入 细胞 质 腊 上。 最 后 G 蛋白 定位 于 细胞 质 膜 上 ， 
碳水 化 合 物 残 基 处 于 膜 外 侧 。 大 概 其 它 真 核 细 胞 的 腊 糖 蛋白 也 有 如 
此 相似 的 历程 。 

Geoffrey Zubay 在 生物 化 学 一 书 中 作 了 总 结 认为 ,对 真 核 生物 
和 原核 生物 的 研究 ,结果 表明 ,信号 学 说 的 某 些 要 点 得 到 了 文 持 。 基 
些 线粒体 和 叶绿体 的 膜 蛋 白 以 及 大 肠 杆 菌 的 外 层 重 白 都 是 先 合 成 前 
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体 , 而 在 翻译 期 间或 翻译 后 被 切 成 "完整 "蛋白 ,大肠 杆菌 的 几 种 震 穿 
越 内 膜 而 分 弯 的 外 周 蛋白 也 是 连同 信号 顺序 一 起 被 膜 结合 的 核糖 体 
翻译 的 ,这些 顺序 中 含有 较 多 的 疏水 氨基 酸 , 估 计 能 使 合成 的 多 肽 和 
核糖 体 一 起 转移 到 膜 上 。 这 得 到 用 膜 不 通 透 性 的 标记 实验 证 明 , 大 
肠 杆菌 输出 蛋白 的 新 合成 多 肽 都 暴露 在 细胞 外 侧 ,它们 又 与 细胞 内 
侧 的 核糖 体 相 连接 。 于 是 ,可 以 认为 在 这 个 系统 中 ,和 蛋白质 的 翻译 和 
穿 过 膜 是 共同 进行 的 ,在 完全 合成 之 前 ,伸展 的 多 肽 链 已 横 跨 障 内 
Ta | 

J.Beckwith 和 T 工 .Silhavy 等 也 对 大 肠 杆 菌 细胞 的 址 传 学 前 沿 课 
题 进行 了 研究 ,证 明 信 号 顺序 在 膜 蛋白 的 插入 装配 和 输出 某 些 蛋 白 
过 程 中 的 重要 作用 。 在 实验 中 ,对 麦芽 糖 ( 双 糖 ) 专 一 传送 的 有 关 蛋 
白 基 因 的 各 自 部 分 (malF .malE 和 malB) 能 融合 可 溶性 酶 8- 半 乳糖 
苷 酶 的 大 部 分 基因 (lac Z) ,其 产物 一 般 分 别 位 于 内 膜 、 周 质 间 了 株 和 外 
膜 上 。 载 有 这 些 杂 种 基因 细胞 所 合成 的 杂种 蛋白 的 氨基 端 , 含 有 骸 
膜 蛋 白 或 输出 蛋白 ,并 共 价 连接 一 个 易 用 分 光 光 度 计 法 测定 的 B& 半 
乳糖 背 酶 分 子 。 上 上 述 三 种 杂种 蛋白 的 位 置 很 易 经 细胞 分 级 和 B 半 用 
糖苷 酶 活性 的 注定 来 确定 ,对 于 前 两 种 融合 基因 的 产物 , 久 半 乳糖 昔 
酶 的 活性 在 内 膜 上 呈现 ,对 于 后 一 种 融合 基因 的 产物 , 久 半 乳糖 苷 酶 
的 活性 是 在 外 层 膜 上 显现 ,这 一 结果 与 信号 学 说 一 致 。 

5.5.2 其 它 生源 机 制 

某 些 线粒体 和 叶绿体 的 膜 绰 白 、 内 质 网 膜 的 细胞 色素 bs 和 
NADH: 细 胞 色素 bs 还 原 酶 \ 以 及 大 有 跌 杆 菌 与 其 它 细菌 的 几 种 质 膜 
蛋白 等 内 崩 膜 蛋白 质 的 合成 和 插入 历程 用 信号 学 说 还 不 能 充分 解 
释 。 因 为 它们 是 在 非 膜 结合 的 可 溶性 核糖 体 上 合成 的 ,并 在 转译 后 
装配 入 膜 的 。 不 少 的 此 类 内 内 膜 蛋白 在 合成 时 并 无 信号 顺序 ,有 的 
虽然 需要 信和 号 顺序 ,但 不 能 完全 保证 和 蛋白 质 正 确 地 装配 和 分 说 。 有 网 
土 有 些 蛋 白质 拓扑 构 型 的 构象 变化 ,难于 用 信和 号 学 说 中 的 载体 ` 穿 透 
小 孔 ”机制 来 解释 。 

例如 ,大 肠 杆菌 的 乳糖 传送 蛋白 ( 称 乳 凿 透 性 酶 ) 不 是 以 前 体形 
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式 合成 的 一 种 细胞 质 膜 内 其 蛋白 , 它 缺 少 了 前 导 的 信号 顺序 。 还 有 
其 它 儿 种 细菌 膜 蛋白 .线粒体 ,叶绿体 和 内 质 网 膜 上 的 有 些 蛋 白质 也 
有 相似 现象 ,说 明 有 些 膜 重 扬 插入 膜 过 程 既 不 需要 信号 顺序 ,也 不 需 
作 前 体 加 工 , 仍 然 可 插入 膜 的 正确 位 置 。 尚 有 不 少 内 赃 膜 重 白 如 红 
血球 阴离子 传送 蛋白 , 它 的 羧基 端 氨基 酸 残 基 位 于 细胞 外 侧 , 而 氨基 
端 暴露 在 细胞 质 一 侧 , 即 以 信和 号 学 说 所 预期 的 相反 方式 作 跨 膜 拓 扑 
学 定位 ;又 如 细菌 视 紫 红 质 , 多肽 链 跨 膜 7 次 ,也 难于 用 信号 学 说 中 
的 信号 顺序 - 微 孔 机 制 来 解释 ,于 是 有 的 学 者 提出 了 修正 的 机 制 。 

到 .Wickner 提出 了 有 关 膜 蛋白 装配 机 制 的 膜 触 发 假说 , 认为 某 
些 膜 蛋白 的 合成 元 需 非 在 膜 结合 的 核糖 体 上 进行 不 可 ,这 些 膜 蛋 白 
在 可 溶性 多 核糖 体 上 合成 后 ,具有 一 种 在 水 溶液 中 比较 稳定 的 构象 。 
可 溶性 前 体 扩散 到 膜 上 因 其 与 嵌 的 琉 水 环境 接触 时 能 诱导 (触发 ) 形 
成 男 一 种 构 篆 ,于 是 这 些 蛋 白质 分 子 在 插入 双 层 过 程 中 经 历 了 构象 
上 的 变化 。( 作 者 也 发 现 聚 乙烯 醇 在 不 同 溶液 环境 中 可 以 发 生 构 象 
变化 ,或 形成 包 合 物 ,或 形成 配 位 聚合 物 , 则 认为 某 些 蛋白 质 在 水 中 
或 者 玖 水 环境 中 发 生 构 象 变化 的 假说 是 可 以 成 立 的 。) 当 怎 白质 切除 
了 氨基 端 延 伸 段 的 气 基 酸 后 ,此 种 诱导 所 形 戌 的 构象 于 重 锯 质 装 配 
至 膜 的 适当 位 置 后 便 稳定 了 。 因 此 ,这 类 膜 蛋 白 的 插入 是 诱导 变 构 
装配 过 程 ,并 非 是 由 膜 结合 的 转译 机 构 写 致 跨 膜 微 筷 的 催化 过 程 。 

由 上 可 知 , 膜 触 发 学 说 能 较 好 地 解释 某 些 蛋 白质 在 膜 中 的 配置 
情况 ,但 也 应 该 认识 到 生 牺 网 胸中 膜 和 蛋白 装配 和 胞 外 多 肽 的 分 泌 是 
个 复杂 问题 ,细胞 并 非 只 有 一 种 途径 可 了 予以 实现 。 对 此 领域 的 进 一 
步 研 究 , 对 于 理解 生物 膜 的 结构 和 功能 将 会 有 宜 大 的 帮助 。 


5.6 跨 膜 传送 


“ 膜 的 动态 结构 和 不 对 称 配置 促使 莹 养 物 质 和 无 机 电解 质 穿 透 膜 
而 进入 细胞 内 ,并 使 有 害 物 质 和 废料 排出 细胞 外 等 跨 膜 传送 过 程 , 往 
往 成 为 单 向 性 的 。 现 已 知 一 些 专 一 性 地 携带 特定 分 子 (或 亲 水 性 代 
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谢 物 ) 的 内 舱 浇 蛋白, 能 以 满足 细胞 生存 与 生长 的 速度 穿 过 通常 旺 不 
透 性 的 脂 双 层 ( 或 疏水 区 ) 而 作 跨 膜 传 送 运动 。 对 于 传送 蛋白 ( 透 性 
酶 ) 分 子 的 物理 化 学 性 质 和 机 制 的 研究 ,必须 依靠 分 离 和 提纯 的 精巧 
技术 ,以 得 到 足够 纯度 的 内 艇 膜 和 蛋白 ,以 及 表面 活性 剂 的 应 用 , 才 使 
我 们 有 可 能 对 内 巩膜 蛋白 在 增 溶 状态 下 进行 分 离 和 研究 。 原 核 和 真 
核 细胞 的 跨 膜 传送 及 其 相关 功能 的 基本 原理 ,很 有 可 能 适用 于 整个 
生物 界 。 所 以 ,研究 和 讨论 这 些 细胞 的 跨 膜 传送 过 程 的 基本 原理 和 
传送 的 具体 方式 很 有 必要 , 它 使 我 们 有 可 能 去 设想 和 总 结 各 种 传送 
机 制 的 特征 ,并 据 此 设计 实验 以 获得 跨 膜 传送 的 有 用 信息 。 

5.6.1 简单 扩散 和 载 带 传送 

被 动 的 简单 扩散 和 载 带 传送 是 某 些 物质 跨越 膜 屏障 的 两 种 根本 
不 同 的 机 制 ,简单 扩散 的 有 关 分 子 必须 能 溶解 于 膜 脂 双 层 的 疏水 相 ， 
异 以 跨越 过 膜 ,这 仅 是 生物 输送 体系 中 高 疏水 分 子 的 输送 过 膜 的 必 
要 条 件 。 得 水 分 子 例外 , 它 能 以 简单 扩散 形式 穿 透 许多 生物 膜 。 简 
单 扩散 也 是 一 些 具 有 非特 异性 流通 的 膜 体系 输送 物质 的 机 制 。 传 送 
则 需要 另 一 种 分 子 (通常 是 膜 内 檬 和 蛋白质 分 子 ) 作 为 载体 媒介 ,由 它 
载 带 以 促进 某 些 物质 跨越 过 膜 。 

一) 简单 扩 散 的 特点 

设想 两 种 不 同 浓度 (C, 和 Ce) 流质 的 溶 滚 被 只 能 让 该 溶质 通 透 
的 隔膜 分 开 ,原始 时 C, 是 C, 的 两 倍 ,溶质 的 不 规则 热 运动 ,在 特定 
时 间 t 内 膜 两 但 的 该 溶质 分 子 都 会 向 另 一 侧 对 流 , 这 种 双向 流动 使 
隅 葛 左边 的 浓度 同 在 右边 浅 度 的 比值 减少 (图 5-16), 随 着 时 间 的 推 
移 ,该 比值 会 越 来 越 趋 近 1:1 以 至 达到 平衡 ,该 溶质 C, 从 左 侧 扩散 
到 右 侧 的 分 子 数 ( 即 输送 速度 ) 是 与 左 侧 该 溶质 的 起 始 浓度 成 正比 ， 
即 

v'oc[C,) (5.6-1) 
同时 ,在 相反 方向 上 运动 的 分 子 也 有 相同 的 关系 , 即 
v'oc[C,) (5.6-2) 
R v. 一 一 分 别 表示 左 
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向 右 和 右 问 


左 的 输送 速 elo 
度 ; apa 
Ce.Ci- 一 依次 表示 腊 可。 
左 侧 和 右 侧 le 
溶液 中 特定 eb 
SE E PE PY hx 5 ,5 
的 起 始 浓 时 间 
度 。 
f . [1 
于 是 该 溶质 从 高 浓度 向 低 浓 。 O ENELMWRS 
度 输送 的 净 速 度 为 正 . 反 两 速 所 示 分 子 是 相同 的 , 黑 点 和 空 图 只 是 为 
度 之 差 ， 也 就 是 了 区 分 辫 右 两 制 容器 中 分 子 所 作 的 标记 
V=v-—- v'ec[C,)—- (C) (5.6-3) 
平衡 时 ,V = 0 
生物 膜 具 有 一 定 摩 度 工 ,输送 速度 必 正 比 于 浓度 梯度 , 即 
vec[cJ-Cce] 


溶质 的 输送 速度 还 与 温度 ,溶剂 粘度 ,溶质 与 溶剂 及 异 中 成 分 相互 作 
用 等 因素 有 关 。 在 给 定 的 系统 中 ,这 些 因素 通常 可 控制 不 变 , 于 是 可 
用 比例 常数 D 概括 。 


v= DRC LG 


(5.6-5) 
式 中 “D 一 一 代表 扩散 系数 。 
了 是 单位 时 间 内 的 面积 量 纲 
(cm2 /s) ,公式 表示 扩散 的 净 速 
Ee 度 与 通 透 膜 的 溶质 浓度 梯度 成 
正比 , 亦 就 是 Fick 定律 表达 式 。 
图 5-17 箱 单 扩散 的 初速 度 动力 学 一 个 惜 简单 扩散 通 透 膜 的 
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系统 内 ,以 V 对 [Co =- (C, 作 图 ,可 得 斜 率 为 D/L 的 过 原点 直线 
《图 5-17) 如 果 对 某 溶 质 的 浓度 梯度 与 跨越 细胞 质 膜 的 速度 ,在 一 定 
的 影响 因素 条 件 下 ,进行 大 量 研究 和 测定 , 若 得 到 的 V 对 [Cj] - 
[Cu 是 一 直线 , 便 可 证 明 该 溶质 的 输送 是 简单 扩散 。 简 单 扩散 输送 
动力 学 只 反映 通 透 膜 细胞 质 膜 的 扩散 分 子 少 数 情 况 。 

《二 ) 蛋 白质 媒介 的 载 带 传送 

载体 媒介 的 传送 是 
细胞 质 膜 通 透 分 子 更 常 
见 的 情况 。 它 的 传送 动 We sasa aa ae === 25 = 
力学 VV 对 [Cj] [Co J 作 
图 所 示 曲 线 相 似 于 图 | 
3.3, 接 近 于 直角 双 曲 线 。 jv...- 
{参见 图 5-18)。 载 体 媒 | 
介 传 送 的 速度 方程 与 第 
三 章 稳定 状态 酶 动力 学 
导出 的 方程 相似 ,实际 上 kw [CEc] 
亦 号 是 天 同 于 《3.2 一 8a) 图 5-18 载体 媒介 传送 的 起 始 速度 动力 学 双 曲 线 
的 Michaelis-Menten 方 
程 。 


¿Visa bt) 
Ku + [Co] 
在 (5.6-6) 式 中 , 忽 覆 了 [Co。] , 则 [Co] 为 正 被 研究 的 细胞 (或 囊 泡 ) 所 
处 溶液 中 某 传送 洲 质 的 起 始 浓度 Bl [C ]=0 时 ,[C,] 等 于 膜 外 的 
起 始 浓度 ,V 是 溶质 进入 细胞 膜 系统 的 起 始 传送 速度 。 

传送 速度 在 溶质 浓度 趋 近 “饱和 ”[C,] 一 [C,'] 量 时 的 极限 值 
Vm 暗示 溶质 的 传送 依赖 于 膜 上 含 一 定量 的 载 带 体 ,这 些 载 体 在 溶 
质 饱 和 的 高 浓度 梯度 情况 下 类 似 于 酶 被 底 物 饱和 的 情况 。Km 是 深 


质 在 V= 方 Vow 时 的 浓度 ,是 由 传送 过 程 中 各 步 又 速度 常数 组 合 而 
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V (5.6-6) 


得 之 值 , 常 被 用 于 衡量 对 
底 物 的 亲和力 。 

对 作为 底 物 浓度 
[C,] 函 数 之 传送 速度 的 
研究 ,发 现 以 双 倒 数 (1/ 
V 对 1/[C。J]) 作 图 ,简单 
扩散 和 载体 媒介 传送 的 


一 1 M 


图 解 都 是 一 条 直线 。 不 ue c.1—[c,g 


过 ,篇 单 扩散 的 直线 通过 图 5-19 简单 扩散 与 载体 传送 的 双 倒 数 作 图 
原点 ,而 载体 媒介 传送 的 


直线 与 纵 轴 交 于 1/V,,, 又 与 横 轴 交 于 - 土 处 (图 5-19)。 根 据 此 


Ku 
特征 ,可 以 分 辨 溶质 的 输送 机 制 。 
载体 媒介 传送 系统 的 V 为 定 值 ,这 表明 载体 系统 是 可 饱和 
的 ,而 简单 扩散 的 Vw 是非 定 值 , 当 Vs oo 时 ,1/Viwx 趋 近 于 零 ， 
扩散 不 存在 饱和 现象 。 
事实 上 , 某 些 特定 溶质 向 细胞 内 或 某 小 泡 内 的 输送 历程 是 复杂 
的 ,有 时 发 现 双 倒数 曲线 是 非 线性 的 (图 5.20) ,通常 它 表明 不 止 一 
种 过 程 参 与 物质 向 膜 内 传送 ,可 能 有 扩散 也 有 载体 媒介 传送 ,或 者 也 
有 都 是 载体 媒介 传送 的 可 能 。 
在 多 数 情况 下 ,载体 媒介 
人 传送 具有 立体 结构 特异 性 ,这 
63 是 传送 蛋白 的 “活性 部 位 "对 
于 其 “ 底 物 ”的 构 型 具有 高 度 
选择 的 结果 。 通 过 仅 简单 扩 
eI-teD edhe ` 
实验 ,可 以 发 现 ,D- 
8520 Dana — 和 二 -葡萄糖 都 以 同一 扩散 如 
同 参与 的 传送 动力 学 度 透 过 膜 。 对 于 含有 葡萄 糖 
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特异 性 载体 的 生物 膜 而 言 ,该 载体 媒介 传送 只 识别 D 型 立体 异 构 
体 ,于 是 这 些 细胞 膜 对 六 葡萄 糖 的 起 始 传送 速度 远大 于 [葡萄 糖 的 
起 始 输送 速度 , 且 具 有 最 大 定 值 的 饱和” 特点。 如 用 工 -葡萄 糖 载体 
媒介 传送 的 真实 速度 修正 , 便 可 求 得 D- 葡 萄 糖 载体 媒介 传送 真实 速 
度 。 

5.6.2 跨 膜 传送 的 自由 能 解析 

溶质 倾向 于 自发 地 从 高 浓度 区 到 低 浓 度 区 沿 着 浓度 梯度 减少 的 
方 铅 扩散 ,直到 平衡 。 自 起 始 状 态 [G,]> [Cj 到 达 平 衡 状态 [C,]= 
(C, ] ,使 该 溶液 的 分 布 从 较 浓 集 到 均一 , 即 从 较 有 序 到 混乱 ,其 精 值 
S 是 相对 增 大 , 按 AG=AH-TaASs 公式 , 焙 值 的 增 大 会 引起 自由 能 负 
的 变化 ,自发 扩散 过 程 不 需 外 界 供 能 ,所 以 自由 能 AG 为 负 值 。 图 5- 
16 所 示 的 情况 下 ,AG 的 计算 式 为 

AG=RTIn :1 -2 3RTI (G.J | (5.6-7) 
í. iu) _ 

由 此 可 知 , 自 左 到 右 自发 传送 的 条 件 是 [C。JALCJ<1 在 平衡 状态 时 
[Cj/(C,]=1,AG=0。 在 生物 体系 中 ,简单 扩散 和 载体 媒介 传送 
的 扩散 (或 称 促进 扩散 ) 所 导致 某 一 溶质 的 传送 ,只 能 在 AG 为 负 值 
的 方 喇 上 自发 进行 。 一 般 的 载体 媒介 传送 扩散 和 简单 扩散 均 可 使 膜 
两 侧 的 某 一 溶质 达到 平衡 ,两 侧 的 [C,]】=[C,']。 如 果 溶 质 在 膜 两 侧 
的 溶解 特性 截然 不 同 或 带 有 净 电 荷 ,例如 某 溶 质 带 有 电荷 , 膜 圭 又 存 
在 独立 维持 的 跨 噶 电势 Ag, 上述 两 种 扩散 都 只 能 达到 一 [C,] 寺 
(C, ] 的 平衡 状态 ,根据 前 述 的 (2.2-13) 公 式 则 可 写成 
EC 
em 


AG=2.3RTlog +ZFAg (5.6-8) 


式 中 Z 一 一 代表 溶质 的 净 电 荷 ， 
F -一 一 代表 法 拉 第 常数 。 


-2.3RTIog TG J = ZFA9 (5.6-9) 
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只 要 ZFAJA0, 膜 两 侧 的 溶质 浓度 就 不 会 相等 ,这 时 滚 质 在 膜 两 侧 
的 浓度 差 与 跨 膜 电 势 之 间 形 成 化 学 势 的 平衡 。 

老 溶 质 不 带电 荷 且 不 存在 跨 膜 电 势 ,虽然 均 不 需 能 量 供给 的 简 
单 扩 散 和 载体 媒介 传送 的 扩散 与 生物 输送 机 制 不 同 ,但 两 者 也 都 不 
能 导致 溶质 的 浓度 在 膜 一 侧 高 于 另 一 柚 。 然 而 人 们 发 现 多 数 细胞 均 
能 维持 细胞 内 某 一 特定 代谢 物 或 离子 的 浓度 高 于 跑 外 。 例 如 许多 细 
胞 的 胞 内 K! 浓度 至 少 是 周围 介质 中 K 浓 立 的 30 人 税 。 根 据 热 力学 
分 析 , 若 细胞 腊 上 存在 着 素 集 某 一 溶质 的 载体 {如 Kt 的 载体 媒介 传 
送 ), 它 要 朝 着 AG 为 正 值 的 方向 ( 即 朝 溶质 浓度 梯度 增 大 的 方向 ) 传 
送 该 淤 质 时 ,必须 同 AG 更 为 负 值 的 过 程 偶 联 , 从 中 吸取 能 量 作 功 ， 
以 推动 溶质 浓 集 过 程 越过 势 垒 。 这 种 需要 消耗 代谢 能 重 使 溶质 在 细 
胞 内 ,细胞 器 内 及 小 泡 内 浓 集 的 过 程 称 主动 传送 。 

5.6.3 ”主动 传送 和 基 轩 转移 {或 称 基 团 移 位 } 机 制 

关于 主动 传送 有 以 下 两 种 基本 类 型 : 

(1) 初 级 主动 传送 

此 类 传送 是 直接 由 ATP 水 解 .电子 沿 电子 传递 链 流动 或 光 提 供 
能 量 作 功 。 这 类 主动 传送 酶 之 例 有 动物 细胞 中 消耗 ATP 提供 自由 
能 ,使 K* 和 人 细胞 内 ,又 将 Na ` 又 出 细胞 外 的 Na ~ 一 K+ ATP ÉB; 
促使 H* 排出 线粒体 的 呼吸 电子 传送 链 (第 四 章 ) 以 及 嗜 盐 细 菌 中 细 
菌 视 紫 红 质 的 光驱 动 H' 泵 。 

(2) 次 级 主动 传送 

次 级 传送 是 由 主动 传送 系统 产生 的 跨 膜 离子 浓度 梯度 所 形成 的 
势能 , 它 随 着 浓度 梯度 消失 过 程 而 释放 能 量 作 功 , 可 用 于 驱动 其 它 离 
子 或 代谢 物 在 膜 一 侧 的 清 集 。 在 呼吸 代谢 过 程 ,线粒体 和 乓 菌 以 
H' 浓度 梯度 形式 贮存 的 势能 被 用 于 合成 ATP。 原 核 生 物 和 真 核 生 
物 的 细胞 中 H 浓度 梯度 或 其 它 离 子 浓度 梯度 也 会 是 主动 传送 的 重 
要 能 量 源 。 

一 种 与 初级 主动 传送 相关 联 的 基 团 转移 { 移 位 ) 过 程 是 
P.Mitchell 在 三 十 多 年 前 提出 的 。 它 是 由 主动 传送 系统 将 传送 分 子 
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作 跨 膜 穿 透 时 ,被 某 基 团 转 移 过 程 进 行 了 化 学 修饰 。 例 如 ,存在 于 许 
多 细菌 中 的 糖 透 性 酶 ,在 载 带 糖 底 物 传送 的 同时 催化 糖 的 磷酸 化 。 
磷酸 的 供 体 是 高 能 磷酸 糖 醇 解 中 间 产 物 磷 酸 烯 醇 式 丙酮 酸 。 这 种 基 
团 移 位 是 细胞 在 底 物 分 子 传 送 过 程 中 将 从 培养 基 中 吸收 到 的 糖 , [8 
磷酸 基 团 转移 而 转变 成 糖 单 磷酸 。 图 5-21 示意 初级 \ 次 级 主动 传送 
及 基 团 转移 间 的 区 别 , 表 5-5 概括 了 一 些 动 物 和 细菌 的 细胞 中 传送 


系统 在 能 量 形式 上 的 偶 联 。 
“sS 已 明确 的 传送 系统 的 能 量 但 联 模型 
底 物 溶质 泵 方向 86 Bt E EK #E3⁄1&(2B2Z1) 

Nat—K* 出 一 人 初级 主动 (ATP)(Na' 一 K+ ATP 酶 ) .动物 细胞 

Ca 出 初级 主动 (ATP)(Cax+* ATP 酶 ) 肌 质 网 

H* Hh 杞 级 主动 {ATP)(CH+ ATP B$) 人 

H* 出 杨 级 主动 { 光 多 细菌 镶 紫 红 质 》 rt+kE sI Pë 

H* 出 初级 主动 {电子 传递 链 》 线粒体 ,细菌 

H* 出 FJ ESH(ATPXF /F.ATP 酶 ) t Cau] 

各 种 粮 和 《人 初级 主动 (化 学 能 )( 结 合 蛋 白 系统 ) 革 兰 氏 骨 性 细 

氮 基 酸 菌 

乳糖 人 次 级 主动 (H+ 共同 传送 ) 大 肠 杆 菌 和 某 
些 其 它 细菌 

葡萄 糖 。 ”无 。 ”载体 媒介 (促进 ) 扩 散 人 

葡萄 糖 。 ”人 次 级 主动 (Nat 共 同 传送 ) ”。 某 些 动物 细胞 

葡萄 糖 。 ”人 基 团 转移 (磷酸 转移 酶 系统 ) 大 肠 守 菌 和 某 
些 其 它 细菌 

HOO 一 Cl 无 载体 媒介 (促进 ) 扩 散 ( 离 子 通道 ) 红血球 

a lÀ 出 一 促进 扩散 对 膜 岂 和 位 敏感 线粒体 


人 (ATP/ADP 交换 蛋白 ) 
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—<—— = : + C — 
< 二 l. = utara — A. X 
cc. == - ATP => 
=== ADP+P, — 422 
=== ~ ADP+P. 
Pe — 
(a) Co CC。 (bY) Cet Ct ,C<C' (c) 


图 5-21 
(a) 初 级 主动 传送 示意 ,能 量 来 自 ATP; (b) 次 级 主动 传送 示意 C 的 传送 聚集 县 由 
C, 主动 传送 造成 浓度 梯度 而 导致 沿 其 待 送 方 向 的 C. 离子 协同 传送 提供 能 量 ; (c) 
基 团 转移 示意 ,Ce 监 膜 传送 过 程 中 山 栽 体 伦 化 化 学 殉 饰 成 C,*X 衍生 物 而 集 积 


5.6.4 ”研究 膜 传送 的 实验 方法 

研究 分 子 跨 膜 传送 机 制 ,在 分 子 水 平 上 和 弄 清 传 送 蛋 白 行 使 其 功 
能 的 物理 化 学 性 质 ,通常 是 采用 放射 性 标记 的 某 一 特定 溶质 分 子 , 测 
定 该 放射 性 溶质 进入 细胞 与 时 间 有 关 的 传送 速度 ,就 能 得 到 该 溶质 
正 被 传送 越过 细胞 膜 的 信息 。 对 生长 在 培养 基 中 的 许多 动物 细胞 , 
每 同一 定时 间 取 一 盘 试 样 ,用 不 含 待 测 溶质 的 缓冲 液 (或 培养 液 ) 迅 
速 冲洗 这 些 粘 有 附 在 响 四 壁 上 的 细胞 ,促使 组 胞 内 与 细胞 外 的 带 标 记 
分 子 分 开 , 便 可 测定 放射 性 溶质 报 人 细胞 内 数量 与 时 间 关 系 。 对 细 
欧 和 茶 些 小 真 核 生物 (如 酵母 菌 、 原 生动 物 ) 可 通过 离心 或 过 滤 使 细 
胞 与 介质 迅速 分 离 ,然后 进行 测定 。 

对 于 具有 特定 光波 吸收 峰 物质 的 少数 特殊 情况 下 ,可 用 快速 简 
易 的 分 光 光 度 分 析 法 来 测定 该 物质 进入 细胞 的 传送 速度 。 例 如 采用 
邻 硝 基 蔡 -& 半 乳糖 车 (ONPG) 来 研究 大 肠 杆菌 中 的 乳糖 传送 。 
ONPG 是 通过 乳糖 透 性 酶 (基因 LacY 的 产物 ) 载 运 入 细胞 ,在 细胞 
内 第 记 半 和 乳糖 董 酶 水 解 生成 半 乳 糖 和 邻 硝 基 酚 ( 图 5-22), 邻 硝 基 酚 
为 黄色 ,能 用 分 光 光 度 计 来 定量 测定 。 此 过 程 中 的 传送 是 限 速 步 又 ， 
所 以 细胞 悬浮 液 中 的 水 解 生成 物 邻 硝 基 酚 可 用 于 测定 乳糖 载体 传送 
ONPG 的 速度 ,这 有 助 于 对 大 肠 杆菌 传送 乳糖 机 制 的 研究 。 
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OH 


和 => I 
CH,OH == Rasa NO, 
"ong 3 ER 5 yE B$ ONPG— = 半 乳 糖 十 
OH 
NO, == 
OH ,— U 


黄色 
ONPG (无 色 ) 


5-22 ”利用 邻 硝 基 荃 -B 半 屯 杭 苷 ONPG ) 为 传送 底 物 的 
分 光 光 度 法 测试 原理 


研究 许多 细胞 常 作为 碳 源 和 能 源 的 葡萄 糖 传 送 速 度 , 需 要 用 某 
些 不 会 在 细胞 内 被 代谢 的 底 物 类 似 物 ,倘若 被 传送 的 底 物 在 细胞 内 
会 进一步 代谢 ,就 会 影响 传送 速度 的 测定 。 这 些 葡 萄 糖 底 物 类 似 物 
有 o- 甲 基 葡 萄 糖 音 HOH,CCHCH(OH)CH(OH)CH(OH)CHOCH, 

| s O 


和 2- 脱氧 葡萄 糖 HOH,CCHCH(OH)CH(OH)CH,CH(OH) , Ú 


们 在 细胞 内 只 能 进行 己 糖 磷酸 化 过 程 而 不 会 被 代谢 掉 。 在 对 细菌 的 
研究 中 还 用 过 分 离 突 变 体 技术 ,让 这 种 突变 体能 传送 某 种 溶质 ,但 由 
于 缺乏 促使 该 溶质 化 合 物 进 和 人 细胞 后 进一步 发 生 其 它 反 应 的 酶 ,这 
样 便 可 测定 传送 体系 的 许多 物理 化 学 特性 ,不 致 于 受 随后 反应 的 影 
响 而 造成 复杂 的 后 果 。 

制 取 细 胞 膜 的 质 膜 小 泡 结构 已 成 为 研究 膜 传送 现象 的 理想 技 
术 , 一 般 常用 温和 人 勾 浆 法 或 氮 “ 爆 ”法 从 真 核 细胞 中 分 离 出 来 而 不 会 
破坏 细胞 壁 的 完整 性 。H.R.Kaback 自 大 上 肠 杆 菌 中 制 取 膜 小 泡 ,发 
现 绝 大 多 数 膜 小 泡 中 内 项 膜 蛋白 的 排 布 方向 与 完整 细胞 膜 中 的 相 
同 , 只 要 提供 足够 的 能 量 来 源 , 膜 小 泡 便 能 透 人 很 多 大 肠 杆 菌 所 要 传 
送 的 物质 。 这 些 膜 小 泡 缺 少 能 催化 代谢 底 物 的 大 多 数 细胞 质 酶 ,此 
特点 有 利于 限制 被 传送 底 物 的 代谢 。 此 类 膜 小 泡 也 特别 适用 于 研究 
主动 传送 的 偶 联 机 制 。 研 究 人 员 可 将 不 同 的 能 源 一 个 个 分 别 地 注 人 
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到 所 制备 的 膜 小 泡 中 ,以 观察 它们 对 所 研究 传送 系统 的 作用 。 在 完 
整 细胞 内 有 时 由 于 细胞 质 中 会 发 生 多 种 代谢 的 干扰 ,使 实验 很 难 获 
得 满意 的 结果 。 


5.7 儿 例 酶 媒介 传送 系统 简介 


5.7.1 酶 媒介 (促进 } 扩 散 系 统 

在 细菌 和 动物 组 胞 中 已 证 实 存 在 有 靠 酶 媒介 的 促进 扩散 系统 ， 
下 .Lin 等 对 大 上 肠 杆 菌 的 研究 中 发 现 了 促进 扩散 的 蛋白 ,这 种 蛋白 允 
许 成 为 许多 细菌 唯一 能 源 和 碳 源 的 甘油 穿 透 细胞 。 促 进 扩散 的 和 蛋白 
增加 甘油 通过 磷脂 双 层 的 速度 ,但 不 能 使 之 在 细胞 内 累积 。 

对 甘油 促进 扩散 蛋白 的 进一步 研究 ,认为 此 透 性 酶 具有 非特 异 

性 小 了 筷 的 特性 。 该 传送 系统 可 让 很 多 种 直 链 多 元 醇 { 如 甘油 . 丁 糖 

杖 成 糖 醇 种 己 糖 醇 等 ) 
通过 细菌 的 细胞 膜 。 不 9 
过 可 能 因 空 间 位 阻 , 环 状 
的 糖 类 似 物 不 能 被 传送 ， 
HPR 3. H =< x° . D-H ?H 
醛 积 L- H M18222 rh FE) 
分 子 或 带 正 、 负 电荷 相当 
的 两 性 离子 却 能 被 此 系 一 让 
统 传 送 。 另 外 又 发 现 甘 时 间 ( 秒 》 
油 和 木 酮 糖 在 传送 过 程 ”图 523 人 类 红细胞 葡萄 糖 载体 参与 
中 并 不 发 生 竞争 ,在 生理 的 促进 扩散 
浓度 下 也 不 呈现 饱和 动 (显示 出 葡萄 糖 载体 对 户 前 萄 粮 有 忧 送 的 特异 性 
力学 特性 , 且 热 对 传送 非 敏感 性 。 这 些 信息 都 显示 它 虽 需要 载体 蛋 
白 传 送 , 但 还 是 属于 扩散 过 程 。 根 据 观察 ,甘油 促进 扩散 蛋白 是 具有 
内 径 为 0.4nm 的 非特 异性 水 状 通道 ,但 尚未 发 现 大 肠 村 世 质 膜 内 有 
其 它 非 特异 性 微 孔 。 


传送 (任意 单位 ) 
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对 于 动物 细胞 的 类 别 不 同 ,能 源 葡萄 糖 的 传送 机 制 可 有 差异 ,有 
时 在 同一 类 细胞 中 可 同时 存在 葡萄 糖 的 主动 传送 系统 积 被 动 传送 
〈 邵 促进 扩散 ) 系 统 。P.Hinkle 等 用 TritonX-100 +ë A.282T 3 B3 
68 Wa = 3k zB H , 1⁄4 rakik aE R MWIS a SP A BIR XR E 8 rh, 3: 
验 显示 此 重新 组 装 的 载体 蛋白 很 快 地 使 底 物 D- 葡 萄 糖 比 L- 葡 萄 糖 
以 大 得 多 的 初速 度 传送 穿越 磷脂 双 层 (参见 图 5-23) ,而 L- 葡 萄 糖 通 
过 自由 扩散 进入 膜 小 泡 ,并 各 葡 萄 糖 在 膜 小 泡 内 外 达到 平衡 浓 
度 。 显 然 ,在 人 类 红细胞 中 D- 葡 萄 糖 仅 以 促进 扩散 方式 传送 , 尚 无 
迹象 表明 ,该 载体 蛋白 具有 主动 传送 的 能 力 。 

前 述 红 细胞 的 阴离子 传送 蛋白 (第 三 条 色 层 分 离 带 ) 能 将 呼吸 组 
织 红 细胞 中 积累 的 CO, ,以 HCO; 的 形式 从 肺 毛 细 管 迅速 扩散 出 
去 ,伴随 着 这 个 过 程 的 进行 ,CI 进入 了 红细胞 ,并 与 阴离子 传送 蛋 
白 载 运 的 HCO 以 1:1 之 比 进行 交换 。HCOs 排出 细胞 与 一 价 阴 
高 子 ( 如 CI ) 进 入 细胞 是 专 一 性 偶 联 ( 见 图 5-24) 的 ,整个 过 程 称 交 
换 扩 散 。 由 于 两 种 离子 在 膜 两 侧 


以 相反 方向 偶 联 传送 ,两 者 的 浓度 外 全 —== "m 
梯度 之 和 决定 这 两 种 阴离子 交换 。 co. ZZ .joo; 
扩散 形式 ,所 以 也 称 作 反 向 传送 过 = 
s: == 
5.7.2 Nat 一 K+ ATP 酶 的 
初级 主动 传送 系统 图 5-24 人 类 红细胞 阴离子 
J.C.Skou 首先 从 组 神经 系统 。 ”通道 蛋白 促进 胃 
中 发 现 一 种 仅 在 Na+ 和 K+ 存 在 时 


才能 促使 ATP 水 解 成 ADP 的 酶 。 O N 0 OO fU SSE) 


随后 的 研究 认为 ,此 Na! —K' ATP 酶 是 一 种 跨 膜 蛋白 , 它 在 催化 水 

解 ATP 时 消耗 了 其 中 B.y -磷酸 栈 键 的 能 量 来 作 功 ,将 Na! S H HB 

胞 ,把 K* 泵 入 细胞 ,使 这 两 种 阳离子 都 道 各 自 的 浓度 梯度 而 作 单 向 

传送 ,以 维持 动物 细胞 内 正常 的 高 K t 浓度 和 低 Na! 浓度 状态 。 这 

已 是 研究 得 较 详 细 的 生物 初级 主动 传送 系统 ,也 是 化 学 能 和 浓 集 传 
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送 过 程 侦 联 的 初级 主动 传送 和 主动 反 向 传送 系统 之 例 。 图 5-25 所 
示 ,Na+ 一 K+ ATP 酶 经 一 次 循环 的 作用 ,将 3 个 Nat 有 泵 出 细胞 ,2 个 
K* 传 人 细胞 ,同时 水 解 1 分 子 ATP。 同 一 种 酶 催化 两 种 离子 反 向 
传递 和 水 解 ATP,ATP 水 解释 放 的 能 量 由 Na' 一 K* ATP 酶 转化 为 
跨 膜 Na* .K t 浓度 梯度 形式 人鱼 存 的 化 学 势能 。 现 大 致 土 已 知 该 跨 
膜 酶 含有 大 的 催化 亚 基 (相对 分 子 质量 95000) 和 较 小 的 糖 和 蛋白 《 相 
对 分 子 质 量 50000)。K! 对 该 酶 的 外 侧 表 面 有 较 高 亲和力 , Na! 与 
酶 在 胞 质 一 侧 结 合 得 较 紧 ,ATP 的 水 解 催化 部 位 是 位 于 细胞 质 膜 内 
例 处 酶 的 内 表面 ,表明 Na 一 K+ ATP 酶 在 质 膜 上 是 不 对 称 配 置 。 

为 了 证 明 Na 一 K+ ATP 酶 同时 催化 Na* .K* 主动 反 向 传送 和 
ATP 水 解 的 三 个 过 程 是 紧密 地 偶 联 着 ,人 们 采用 了 从 某 植物 中 分 离 
得 到 的 一 种 叫 乌 荃 背 化 合 物 作 专 一 性 捉 制 剂 , 它 能 专 一 性 地 结合 在 
跨 膜 配置 的 Na' 一 K+ ATP 酶 外 侧 表 面 , 却 能 阻止 上 述 三 个 过 程 进 
行 。 这 启迪 了 研究 者 ,他 们 认为 乌 葵 音 在 该 酶 外 表面 结合 而 得 止 
K 的 录入 ,又 将 信息 传递 过 膜 ,进而 抑制 在 胞 质 表 面 该 酶 对 ATP 水 
解 的 催化 活性 ,只 有 通过 酶 的 构象 变化 方 能 实现 。 

对 纯化 的 Na —K * ATP 酶 的 研究 发 现 ,在 该 酶 催化 循环 中 ,此 
酶 重 日 分 子 的 门 冬 氨 酸 残 基 上 发 生 了 共 价 磷酸 化 和 去 磷酸 化 的 循环 
变化 。 在 Na 和 ATP K Mg t 存在 时 ,形成 了 磷酸 化 的 Na+ 一 K+ 
ATP 酶 ,而 去 磅 酸化 过 程 需 要 K* 的 存在 。 在 有 K+ 的 情况 下 , 乌 苯 
彰 的 加 入 能 与 酶 -磷酸 中 间 物 结合 得 非常 紧密 ,从 而 阻止 了 去 磷酸 

sh m 化 。 根 据 一 系列 的 研究 ,设计 
=-= ATP 了 有 关 Nat —K* ATP 酶 的 
"Na w. == == 3Na! ”作用 模式 ,如 图 5-26 所 描绘 
2KRt  - —. zk+ ”的 那样 , 膜 两 侧 该 酶 跨 膜 暴露 
二 “Appi 部 位 的 磷酸 化 ,去 磷酸 化 以 及 
图 5.25 动物 细胞 中 发 现 的 Na* 一 K* ”本 村 的 结合 ,引起 了 该 酶 的 构 
ATP 酶 对 Na* 和 K* 的 初级 主 象 变化 , 导致 ATP 水 解 和 
动 传送 Na .K' 各 自 跨 膜 移 位 。 但 
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对 酶 蛋白 的 构象 变化 而 如 何 引 起 离子 的 单 向 跨 膜 传送 尚 无 满意 的 解 
释 。 

根据 Na —K* ATP 酶 的 功能 假设 机 制 ,假设 至 少 存 在 了 两 种 
构象 El 和 也 ,县 均 可 磷酸 化 。Ei 仅 与 Na’ 有 高 度 亲 和 性 , 它 的 玖 酸 
化 启动 E, 与 E, 构象 变化 循环 过 程 开 始 单 向 进行 ,致使 Na’ 从 膜 内 
表面 转移 至 外 表面 。 伴 随 ATP 分 解 作 功 促 使 E, 殉 酸 化 , 酶 构象 从 
Ei 一 P 到 E, 一 P 的 转变 ,这 会 降低 该 酶 和 Na! 的 亲 和 性 而 脱 去 Na ° 
离子 ,同时 提高 了 它 与 Kt 的 亲 和 人 性 而 俘 得 Kt . E, 仪 与 K* 有 高 度 
的 亲 和 性 ,E P 去 磷酸 会 驱使 Kt 自 外 表面 传送 到 内 表面 。 在 E, 
构象 转变 成 El 构象 的 过 程 中 减少 了 酶 与 K* 的 亲 和 性 而 脱出 K' , 
同时 加 强 了 与 Na * 的 亲 和 人 性 而 捕获 Na+ 。 在 Na* 一 K” ATP 酶 的 
一 系列 构象 变化 循环 中 , 净 结 果 是 消耗 ATP 能 量 , 将 Na’ 传送 出 细 
胞 ,而 将 K* 传送 进 细胞 。 乌 攻 苷 在 外 表面 和 E, — P 的 结合 , 当 开 - 
存在 时 会 搞 制 其 去 磷酸 ,从 而 阻碍 了 以 上 三 个 过 程 的 正常 运行 。 


| 
内 部 ATP ADP| 外 部 
(3Na™ )E, | (3Nat )E,~P 
| K." + 
+ a 
3Na E | E,—P 
2K+ | < 
| ) 


图 5-26 Nat 一 K+ ATP 酶 的 假设 机 制 
图 中 用 虚线 将 膜 分 为 内 、 和 外 表面 区 。 酶 的 构象 至 少 存在 两 种 在 铂 环 变化 着 ,而 不 
是 表示 固 膜 物理 移 位 。 
对 大 肠 杆 菌 的 研究 中 发 现 , 酶 体系 被 ATP 兢 酸 化 过 程 是 与 K* 
的 通 透 性 ( 即 K+ 的 传送 和 积 集 ) 相 侦 联 的 , 它 并 不 依赖 于 Na' ,其 机 
制 有 待 进一步 研究 。 
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Hodgkin 和 Huxley 等 根据 细胞 膜 电势 不 接近 零 等 情况 提出 š: 
如 下 的 细胞 ( 膜 ) 电 势 Aqa 25 5 , 即 
Aga = Ë In( EES (Ck: ) 并 十 Pe: (Cy )# + Po- (Co) B 
(Cx )# + PNa (CN,* ) 庆 + Pa (Ce ) 外 
(59:10) 
式 中 Pk'.Pa,' Pa 一 一 分 别 代 表 相 应 离子 透 过 膜 的 渗透 性 能 。 
当 外 界 对 膜 无 刺激 (如 电场 .化 学 作用 和 光 等 任何 一 种 ) 的 “静态 ”时 
Pa. <Pk+* Pa- 也 小 , 则 (5.7-1) 式 近似 地 成 为 仅 存 在 Ck' 的 Donan 
电势 ,也 就 是 
Agp= T ln (Ck* )#/(Ck' )] (2) 


上 式 是 相对 稳定 的 细胞 ( 膜 ) 电 势 , 一 般 膜 外 相对 为 正 , 常 称 作 “ 静 态 
电势 "。 当 受到 外 部 刺激 时 , 便 会 改变 Na' 离子 的 渗透 性 Ph。 而 流 
和 细胞 内 ,细胞 电势 随 之 发 生变 化 ,这 瞬间 变化 的 电势 称 为 “动作 电 
势 "。 然 而 ,刺激 作用 停止 后 ,渗透 性 能 即 可 恢复 正常 ,电势 也 就 处 于 
“ 葛 态 " 值 。 但 恢复 原状 时 Nat 又 如 何 从 细胞 内 部 的 低 浓度 溶液 传 
送 至 外 部 高 浓度 处 并 未 得 到 解释 。 此 外 , 还 发 现 大 量 Na! 离子 输入 
细胞 内 引起 的 细胞 ( 膜 ) 电 势 变化 只 有 几 毫 钛 ,表明 (5.7-1) 公 式 的 计 
算 值 偏差 频 大 。 

5.7.3 Ca't 一 ATP 酶 及 其 它 离 子 传 送 系统 

肌肉 细胞 中 有 一 往往 常 被 称 为 “ 肌 浆 网 ”的 内 质 网 膜 , 是 属于 
Ca 1 一 ATP 酶 传送 系统 。 它 具有 网 状 管 腔 ( 内 ) 面 ,又 有 与 肌 浆 域 接 
触 的 肌 浆 网 外 栅 面 ,其 中 配置 着 跨 膜 的 并 以 不 对 称 形式 排 布 的 
Ca + 一 ATP 酶 蛋白 。 这 种 细胞 器 在 静 息 状态 下 是 肌肉 中 贮藏 Ca2+ 
之 处 , 当 肌 次 细胞 受到 电 刺激 时 ,从 肌 兹 网 内 逊 速 地 杰 放 Ca2 t ,促使 
Ca 进入 肌 浆 而 触发 肌 原 纤维 作 收 筒 运 动 。 随 后 又 通过 Ca 一 
ATP 酶 的 催化 传送 作用 ,将 Ca 重新 摄 入 网 状 管 腔 内 ,在 酶 的 催化 
下 Ca 传送 的 反应 式 为 


2Ca 


r>2Ca 7 (Ë Ez Éq) + ADP 
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( 肌 浆 域 )+ Pi 外 删 自 浆 域 ) 
关于 ATP- 酶 传送 系统 的 机 制 如 图 5-27 的 示意 。 


让 得 肌 菜 域 | 管 驻 内 
(2Ca’’ yE. f26Casr E, — P 
NaN 
Cass ATP ' 2Caz1 
| E,—P ° 


RK 2 ; + 
lu rr 
@K') F —>— P mKtE,—P 
Pi i 
图 5-27 肌 交 内 质 网 上 Ca —ATP RSS 566) 1EF3SLIMI 

图 中 从 线 将 卜 质 网 分 为 内 外部, 酶 的 构象 变化 也 相似 于 Na 一 K+ ATP Ñ, B tB, 

以 不 对 称 形式 跨 膜 存在 

对 Ca —ATP 酶 性 质 的 研究 发 更, 在 Ca 和 ATFP 存在 ( 尚 需 
Mg ) 下 ,Ca 一 ATP 酶 能 形成 共 价 太 酸化 酶 。 该 酶 以 催化 ATP 
释 能 作 功 将 Ca? * 载 带 跨 膜 传送 入 内 质 网 腊 管 腔 内 , 害 动 了 作用 机 制 
沿 简 头 方向 进行 。 对 于 能 结合 Ca ' 的 酶 构象 与 释放 Ca? t J Ns e: 
i G s de ATP 造成 的 磷酸 化 .Ca 的 结合 

gg ' 的 存在 都 起 了 重要 作用 。 但 K` 参与 反应 的 情况 尚 须 进 一 
“ad 不 过 ,Ca t 在 朋 浆 网 中 传送 时 有 许多 方面 与 Na+ 在 动物 细 
胞 质 议 上 的 转移 相似 。 

除了 上 述 甩 例 传 送 系统 外 ,还 有 : 

{一 ) 胃 上 皮 细 胞 质 噶 HT 移 位 酶 , 它 是 与 骨 芝 的 酸化 有 关 ,类 似 
结构 的 H 移 位 ATP 酶 也 在 真菌 处 酵母 蓝 细 胞 中 被 发 现 ,此 酶 在 传 
送 H 时 也 能 被 退 时 磅 酸化 。 

(二 )Fi7F。 ATP 酶 ( 即 ATP 合成 酶 ) 在 线粒体 .叶绿体 和 一 些 细 
菌 中 的 功能 似乎 相似 。 电 子 传递 所 形成 的 质子 浓 巍 梯度 能 促使 H” 
活着 降低 其 电化 学 势 梯 度 流 过 Fi/F。 ATP 酶 作 化 学 功 ,从 而 致使 
ADP 积 P, 合成 ATP, 可 参见 图 5-28(a) 示 意 。 
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F,/F, ATP 酶 在 某 些 专 一 性 厌 氧 菌 的 厌 氧 生活 和 缺少 呼吸 功能 
的 电子 传递 链 细菌 中 .也 有 相反 方向 催化 的 功能 , 即 水解 ATP 作 功 ， 


/ 8 
H+ 
ADP+P; 


外 侧 


图 5-28 #HR8 Z30815 SR £ tk 


3 H* E JE P E 3 Ht BE + ( BL IB 


5-28(b)]。 所 以 也 可 认为 Fi/F。 
ATP 酶 是 一 种 利用 ATP 贮存 的 
化 学 能 驱动 H* 六 浓度 梯度 进行 
初级 主动 传送 的 蛋白 复合 体 ,但 
尚未 发 现 Fi/F, ATP 酶 在 转移 质 
子 过 程 中 发 生 共 价 磷 酸化 作用 。 
Fi/F。 ATP B#tF F, 是 由 5 
种 不 同 的 亚 基 (a、B、Y、5、e 命名 ) 
组 成 ,细菌 ( 嗜 热 细菌 PS3) 的 5 


上 FI/F。 ATP 酶 功能 种 亚 基 组 成 的 可 能 是 wyY6e 复 
(a) 电 子 传递 产生 的 质子 梯度 通过 化 学 海 合体 ,通过 其 中 5 与 8 亚 基 结合 
透 偶 联 以 合 坡 ATP; (b) ESC Fc di BS tF 着 F. 1 f Ph T ES pÍ Y 亚 基 犹 似 
ATTP 水 解 寻 能 以 产生 质子 浓度 梯度 “ 曾 门 "控制 着 质子 的 传送 。 
(三 ) 光 驱动 电子 传递 的 初级 
主动 传送 系统 的 主要 功能 是 :从 线 Ens 
粒 体 或 细菌 中 泵 出 质子 ,或 者 传送 
质子 进 植物 和 藻类 细胞 的 叶绿体 JWWOOH ¿Ze 
内 , 造成 质子 浓度 梯度 作 功 用 于 cata 
ATP 生物 合成 或 次 级 主动 传送 离 。 ，。 C `Q Ese 
子 转移 。 光 合作 用 使 叶绿素 所 吸 a 结合 洁白 
收 的 一 部 分 光 能 驱动 的 电子 传递 。 由 SMW nm 
#FF 3 a 


到 应 ,以 形成 质子 浓度 樟 度 。 嗜 盐 
细菌 视 紫 红 质 也 可 吸收 光 能 将 质 


子 从 细胞 内 主动 传送 到 外 部 形成 
质子 浓度 梯度 ,从 而 成 为 生物 合成 图 5-29 草 兰 氏 阴性 细菌 结合 蛋白 系 


ATP 的 电化 学 势能 。 


统 传 送 麦 芽 糖 例 子 的 图 解 
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细菌 视 紫 红 质 的 一 个 赖 氨 酸 残 基 与 一 个 维生素 A 衍生 物 视 黄 
醛 分 子 共 价 结合 ,其 中 视 黄 醛 会 吸收 光子 而 脱 去 氮 上 的 质子 ,于 是 出 
最 大 吸收 峰 为 570nm 的 构象 形式 转变 成 在 412nm 处 有 最 大 吸收 峰 
的 构象 形式 。 随 后 , 视 黄 醛 又 会 缓慢 地 质子 化 而 复原 。 
(四 ) 细 菌 结合 蛋白 的 初级 主动 传送 系统 ,例如 :大 肠 杆 菌 、 鼠 伤 
寒 沙门 氏 菌 和 肠炎 沙门 氏 菌 等 革 兰 氏 阴 性 细菌 生物 细胞 的 周 质 空 
间 ,分 布 着 某 些 能 专 一 性 结合 糖 .氨基 酸 和 一 些 无 机 盐 离 子 的 蛋白 质 
传送 系统 ,可见 表 5-6。 这 类 于 质 蛋白 本 身 并 不 能 单独 负责 传送 所 
识别 的 分 子 穿 过 膜 ,但 当 周 质 蛋白 在 细胞 表面 集聚 而 与 跨 膜 凡 嵌 透 
性 酶 相互 作用 时 ,者 对 其 专 一 性 内 柑 膜 蛋白 的 传送 识别 分 子 起 了 重 
要 作用 ,于 是 可 以 认为 它们 是 组 成 了 结合 蛋白 体系 的 传送 系统 , 某 些 
内 媒 膜 蛋白 性 质 是 依赖 于 结合 蛋白 体系 。 表 5-6 中 大 肠 杆菌 的 麦芽 
糖 传 送 系 统 可 参见 图 5-29。 
#s6 革 兰 氏 阴 性 细菌 的 结合 蛋白 传送 系统 


名 称 名 称 (102) 
大 肠 杆 菌 磷酸 盐 鼠 伤 寒 沙 硫酸 起 31 
亮 氮 酸 / 异 亮 氨 酸 门 氏 菌 组 氨 酸 26 
谷 氨 酰 缔 核糖 31 
赖 氨 酸 / 精 氨 柄 / 肠炎 沙 半 乳 糖 / 艾 萄 糖 — 35 
岛 氨 酸 门 氏 菌 
阿拉 伯 精 
核糖 
麦芽 糖 
半 和 乳糖 / 葡 欧 糖 


据 其 研究 结果 表明 ,麦芽 糖 透 过 外 膜 上 由 Lam B 基因 产物 的 孔 

道 (也 是 人 噬菌体 的 受 体 ) 后 , 若 要 移 位 穿 过 细胞 质 膜 ,至 少 就 需要 4 

种 不 同 的 蛋白 质 , 即 一 种 能 与 外 表面 上 跨 膜 组 分 相 结合 的 周 质 中 麦 

芽 糖 结合 蛋 日 ,通常 称 其 为 mal 结合 恒 日 , 它 既 能 和 外 膜 上 Lam B 
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蛋白 孔道 相互 作用 ,又 能 和 质 膜 上 透 件 复合 物 相互 作用 ,这 可 能 对 促 
进 跨 膜 传送 过 程 提供 立体 专 一 性 作用 ; 另 2 种 可 能 是 媒介 传送 跨 腊 
内 髓 膜 和 蛋白 (F 和 G 蛋白 ) ;还 有 一 种 是 位 于 内 表面 可 能 与 G 蛋白 发 
生 专 一 性 结合 的 K 蛋白 ,K 蛋白 不 仅 是 基本 传送 组 分 ,而 且 能 调节 
传送 活性 。 

透 过 外 层 膜 的 麦芽 糖 先 与 周 质 结合 蛋白 下 fi Fr fE Rl, Ji tH WR 
透 过 酶 下 和 G 经 一 种 高 能 磷酸 化 合 物 ( 如 ATP 等 ) 供 能 驱动 过 程 ， 
在 K 恒久 协同 作用 下 将 麦芽 糖 传送 到 质 模 内 俩 ,由 于 从 上 述 系 统 中 
得 到 纯化 的 内 贼 障 透 性 酶 是 非常 困难 的 ,于 是 对 ATP 或 其 它 高 能 磷 
酸化 合 物 如 何 供 能 以 更 动 结合 蛋 忽 系统 的 主动 传送 研究 还 很 不 够 。 


5.8 离子 浓度 梯度 和 电化 学 势 梯度 
对 膜 传送 的 作用 


5.8.1 离子 -溶质 共 则 传送 系统 

线粒体 或 细菌 细胞 在 电子 传送 过 程 中 ,将 质子 泵 出 而 形成 跨 腊 
的 H' 浓 立 差 [ApH] 和 电位 差 (Ay, 内 部 为 负 值 ), 这 两 种 成 分 都 成 为 
电化 学 势能 , 即 


Ap=Ag— 2: SËTApH (4.4-1) 


成 为 质子 移 位 的 驱动 力 (或 用 pmf 代表 AP)。 这 种 因 质 子 引 起 自由 
能 变化 所 作 的 功 可 以 推动 质子 流动 ,在 膜 蛋 白 协助 下 穿越 细胞 膜 或 
细胞 器 膜 。 在 Fi/F, ATP 酶 中 ,由 AP 所 推动 的 Ht 流 经 酶 时 放出 的 
能 量 可 用 于 合成 ATP 的 吸 能 反应 :AP 所 驱动 的 HH 向 内 流动 与 细 
胞 吸收 某 一 特定 溶质 相 偶 联 时 ,AP 即 可 用 于 驱动 主动 传送 ;Ap 提供 
的 自由 能 有 可 能 促使 发 生 质 子 的 共同 (或 称 并 发 ) 传 送 或 推动 次 级 主 
动 传 送 。P, Mitchell、T. H. Wilson 和 H.K.Kaback 等 研究 了 大 肠 杆 
菌 乳 糖 传送 系统 发 现 , 耗 能 细胞 具有 H* 与 乳糖 的 非 代 谢 类 似 物 甲 
硫 基 -B.D- 半 驰 糖 啦 喃 糖苷 [TMG ,图 5-30{a)] 共 同 传送 的 机 制 ,如 果 
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将 TMG 加 到 耗 能 细胞 的 外 面 , 进 人 细胞 内 的 TMG # H 的 比例 为 
1:1, 便 会 使 细胞 质 酸 化 。 天 明 大 上 肠 杆 菌 乳 糖 在 细胞 内 主动 累积 与 降 
低 天 浓度 梯度 (或 电化 学 势 梯度 ) 而 进入 细胞 内 的 过 程 是 紧密 相 侦 
详 的 ,参见 图 5-30(b)。 

具有 Nat 一 溶质 共同 
传送 系统 的 动物 细胞 和 生 CH;ON 外 便 内 俩 
活 在 高 浓度 Na+ 中 的 嗜 盐 HOLO SC yw += 
细菌 等 某 些 细菌 ,也 会 产 


QH r — 
* Ay, 因 此 它们 会 受到 Ab Fs 
和 A[Na! ] 的 影响 ,但 对 ta) fb) 


ApH 不 敏感 。 动 物 细 胞 的 图 5.30 
Na 一 K” ATP 酶 会 把 (sa) 一 种 细 蓝 乳 精 透 性 酶 的 北 代谢 底 物 TMG: 
Na "一 溶质 共同 传送 系统 《bpb) 存 在 质子 梯度 或 电化 学 势 梯 得 或 乳 入 浓度 
所 泵 人 的 Na+ ,又 迅速 地 梯度 时 ,乳糖 与 H* 共同 传送 的 主动 蛇 积 机 制 。 
录 出 细胞 ,以 维持 细胞 外 与 细胞 内 的 Na 浓度 呈 高 比例 (图 5-31)。 

通过 研究 , 现 已 发 现 具 有 共同 传送 功能 的 一 些 次 级 主动 传送 系 
统 有 : 真 核 细 胞 的 中 性 氨基 酸 与 Na+ ; 肠 、 晴 、 脉 络 从 等 动物 细胞 的 
葡萄 糖 与 Na * ;大 肠 杆 蕊 的 二 羚 酸 与 H* 和 有 睛 氨 酸 与 H* ,大肠 杆 菌 
和 嗜 盐 菌 的 谷 氨 酸 与 Na * ;大 肠 杆 菌 和 鼠 伤寒 沙门 氏 功 的 密 二 糖 与 
Na :大肠 杆菌 和 某 些 其 它 细 万 的 乳糖 与 H+ ;以 及 嗜 热 细 菌 PS3 的 
丙 氨 酸 与 H 等 。 

5.8.2 线粒体 ATP/ADP 交换 传送 系统 

对 真 核 细胞 线粒体 内 合成 ATP 的 研究 发 现 , 有 一 种 可 让 ATP 
通过 线粒体 内 膜 向 外 传送 ,同时 又 使 细胞 质 中 代谢 反应 产物 ADP 向 
内 输送 的 专 一 性 功能 蛋白 质 ,通常 称 作 ATP/ADP 交换 器 , 它 保证 了 
消耗 ATP 代谢 过 程 主要 在 细胞 质 中 进行 而 提供 细胞 新 陈 代谢 的 能 
量 ,及 线粒体 内 合成 ATP 的 原料 ADP 来 源 以 维护 细胞 活力 。 在 pH 
为 了 时 ATP4 与 ADP 反 向 传送 中 平均 多 送 走 一 个 负电 荷 ,这 种 过 
程 是 一 生 电 过 程 。 由 于 线粒体 膜 两 出 的 膜 电 位 差 Ah( 内 负 ,外 正 )， 
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虽然 细 胸 质 中 [ATPJ/[ADP) 的 比值 要 比 线粒体 内 的 高 ,但 仍然 有 利 
于 它们 的 反 向 传送 过 程 ,不 过 要 消耗 部 分 的 Ag. 
M. Klingenberg 等 提纯 


Se 了 ATP/ADP 交换 传送 蛋 

wa |. = WG 白 , 它 在 表面 活性 剂 溶液 中 

人 是 由 2 条 相同 亚 基 30000 

N. SE N 相对 分 子 质量 多 肽 链 组 成 

Na+_K+ATP 栈 ”的 二 聚 体 ,其 二 聚 体形 式 具 

K+ —— 有 了 ATP/ADP 交换 功能 
a——— — K 

— 的 活性 ,倘若 将 它 离 解 成 音 


图 5-31 Na! 与 糖 (或 氨基 酸 ) 的 共同 传送 ” 体 便 会 失去 对 传送 底 物 的 
是 主动 累积 糖 (或 氨基 酸 ) 的 方式 结合 亲和力 。 每 个 二 聚 体 
囊 现 出 只 有 一 个 核 苷 酸 结合 部 位 ， 
且 不 会 在 膜 两 侧 同 时 出 现 , 该 核 昔 
酸 结 合 部 位 究竟 面 对 的 是 膜 外 人 鲍 ADP—— PK 一 一 ADP 
面 还 是 内 侧面 ? 是 随 二 聚 体 构象 “或 得 术 酸 ) 
变化 而 呈现 的 , 当 此 部 位 面向 膜 外 I! 
时 ,对 膜 外 侧 表 面 的 ADP 亲和力 大 
而 对 ATP 的 亲和力 小 ;如 果 此 部 位 AI 一 人 一 kw 
转化 为 向 膜 内 时 , 则 有 相反 的 效 
果 , 即 对 ATP 的 亲和力 大 而 对 图 5-32 ”线粒体 内 膜 ATP/ADP 
ADP 的 小 。 这 两 构象 状态 是 可 以 交换 器 的 交换 传送 模型 
相互 转换 的 ,并 在 结合 ADP 或 ATP 后 均 可 引起 构象 的 这 种 转化 而 
似乎 不 需要 活化 能 ,参见 图 5-32。 
使 用 毒物 苍术 酸 (能 结合 于 ADP 要 结合 的 构象 部 位 ) 和 米 酵 菌 
酸 ( 能 结合 于 对 ATP 专 一 性 结合 的 构象 部 位 ) ,可 以 证 实 上 述 两 种 构 
象 的 存在 ,并 不 会 发 生 交 叉 反 应 。 不 过 ,其 中 若 加 人 适当 的 腺 叮 叭 核 
苷 酸 ,以 上 两 种 构 篆 便 可 以 相互 转换 。 
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5.9 人 工 碟 传送 系统 与 半 透 哎 唐 南平 衡 


5.9.1 纯化 传送 蛋白 人 工 膜 传送 系统 的 得 建 

将 分 离 的 透 性 酶 配置 于 人 工 膜 系统 中 ,使 膜 传送 系统 重建 ,对 腹 
传送 机 制 的 研究 提供 了 用 实验 表征 的 一 较 有 利之 手段 。 经 纯化 的 特 
定 酶 配置 于 纯 玖 脂 双 层 中 后 ,就 有 可 能 在 没有 其 它 腊 重 晶 或 有 关 的 
代谢 过 程 干 扰 下 研究 特定 的 单一 传送 系统 的 功能 。 

E. Racker 等 曾 成 功 地 将 参与 氧化 磷酸 化 的 酶 .电子 传递 酶 以 及 
一 些 传 送 蛋 白 配 人 人 工 磷脂 双 层 小 泡 中 , 这 是 一 种 称 作 配置 蛋白 质 - 
磷脂 小 泡 的 蛋白 脂 质 体 重建 技术 。 这 些 技术 是 采用 在 表面 活性 剂 胶 
束 中 纯化 的 膜 蛋白 与 磷脂 加 在 一 起 ,以 超声 波 处 理 并 给 予 稀释 ;或 者 


在 含 磷脂 的 溶液 中 透析 
1⁄O | 蛋白 质 -表面 活性 剂 复 
=N 于 oss 合 物 ( 见 图 5-33 示意 )， 
可 制备 传送 某 些 溶质 的 
发 白质 一 表面 活性 剂 | 遇 声 波 处 理 和 蛋白 脂 质 体 。 
团 粒 并 稀释 或 透析 E.Racker 和 W.St- 


oeckenius 将 纯化 的 细 

SHY x 8 38 32 ¿r IR 8 8 90 f& 

— S S= ACawra, F/F,ATP 酶 同时 配置 

=Z ” 人 磷脂 小 泡 的 重建 蛋白 

脂 质 体 中 ,在 实验 中 发 

图 5-33 ”重建 蛋白 腊 质 体 技术 图 解 现 这 两 种 酶 分 子 的 位 置 

均 分 别 与 它们 在 细菌 和 

线粒体 膜 上 的 方向 相反 。 在 光照 和 两 种 酶 同时 存在 的 情况 下 ,这 一 

些 重建 的 蛋白 脂 质 体能 催化 小 泡 外 空间 的 ADP 与 P, 反应 合成 

ATP, 见 图 5-34, 此 实验 表征 了 视 紫 红 质 的 质子 泵 作用 和 Mitchell 的 

化 学 渗透 假说 。 这 是 光照 细菌 视 紫红 质 所 形成 的 质子 浓度 宰 度 驱使 
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F, /F, ATP 酶 催化 合成 ATP 反应 ， 因此 两 种 酶 缺 一 不 可 。 
有 关 实 验 膜 传送 功能 的 研究 “ADp+Pi ZH 


表明 ,磷脂 对 内 赃 腊 蛋白 的 结构 。 、， EF. ATP N 
和 功能 有 密切 关系 ,如 果 除 去 结 


£ Z 
全 在 栈 周 围 的 磷脂 分 子 ,就 会 失 RS Ww 
去 该 卫 的 本 性 。 eW ans D | 


的 Na+ 一 K+ ATP 酶 每 摩尔 需要 22 < 
a — 内 AN 
大 约 90 摩尔 的 磷脂 才 星 现 出 该 Smee 
酶 的 最 高 活性 ; 纯化 的 肌 浆 网 hy 
Ca+ 一 ATP 酶 需要 的 碘 脂 摩尔 图 5-34 Racker 和 Stoeckenius 的 
比 为 磷脂 :蛋白 =30:1, 此 时 才 表 重建 实验 
现 出 最 适宜 的 功能 。 因 此 ,在 此 领域 内 的 研究 将 推动 膜 传送 生物 物 
理化 学 的 进一步 发 展 。 
现在 还 有 一 种 人 工 膜 重建 的 方 

Pana E , BE TE SE EIL SSHE XE pq Bp Et at: 

化 的 透 性 酶 { 见 图 5-35 装置 ), 实 验 
电极 “仪器 具有 一 盛 水 深 液 容器 ,由 一 含 图 
平面 双 层 。 孔 的 薄 隔 板 将 此 容器 分 隔 成 两 部 分 ， 
并 装 有 直流 电源 .电极 和 记录 仪 等 ， 


实验 前 把 溶 于 有 机 溶剂 的 磷脂 溶液 
涂 在 此 装置 的 菏 壁 孔 上 , 几 分 钟 后 诺 
脂 双 层 便 会 在 装 有 水 的 容器 分 隔 东 

图 5- 重建 平面 脂 双 层 的 实验 
— 壁 孔 上 形成 。 如 果 将 蛋白 质 .表面 活 


性 剂 或 艇 白质 - 脂 质 复合 物 加 入 分 加 

的 任 一 水 域 中 , 膜 蛋白 便 会 被 配置 到 磷脂 双 导 上 (加 至 不 同 的 水 域 

时 , 酶 可 能 会 有 不 同 的 取向 ) 者 将 磁 脂 和 特定 研究 的 重唱 酶 预先 混 

合 在 一 起 ,然后 ,把 它 涂 于 薄 壁 乱 上 同样 可 以 形成 戏 双 层 。 这 种 重建 

膜 双 层 的 方法 和 装置 ,利于 控制 和 测量 膜 双 层 两 侧 溢 液 的 成 分 以 及 

测量 重建 膜 双 层 的 电位 和 通 量 。 所 以 这 种 系统 具有 比 制备 蛋白 脂 质 
u Pu. GS 


人 


体 方法 较 多 的 优点 。 当 研究 对 膜 电 位 敏感 的 传送 蛋白 时 ,可 以 容易 
地 在 脂 双 层 两 侧 加 上 跨 腊 电 奈 ; 在 研究 带 有 净 电 荷 的 传送 物质 中 ,可 
监察 电流 的 流动 以 连续 测定 物质 的 传送 ;在 某 些 情况 下 ,能 控制 重建 
蛋白 在 脂 双 层 中 的 取向 ;运用 这 种 平面 双 层 系统 有 可 能 进一步 研究 
某 些 溶质 传送 荣 和 载体 的 性 质 和 功能 。 

当 平 面 脂 双 层 膜 中 在 一 个 方向 上 六 入 细 蓝 视 紫 红 质 , 便 会 对 照 
射 膜 孔 上 的 光 能 作出 响应 ,可 将 质子 泵 人 其 装置 中 的 男 一 侧 模 内 ,于 
是 呈现 了 电位 。 如 果 将 一 种 纯化 的 大 肠 杆 菌 六 聚 体 微 孔 蛋白 制品 配 
置 到 平面 脂 双 层 上 , 当 外 加 电位 差 ( 开 始 时 240mV) 到 了 膜 上 后 ,使 
能 测定 其 离子 电流 。 这 种 电流 约 经 5 分钟 之 后 便 在 某 一 稳定 态 值 上 
下 分 段 起 伏 波 动 ,这 是 由 于 重建 膜 上 微 孔 蛋白 通道 关闭 或 开启 之 故 。 
可 形成 微 孔 通道 的 抗生素 短 杆菌 肽 A 配置 到 平面 脂 双 层 系 统 中 ,也 
能 获得 相似 的 实验 结果 。 这 些 均 是 微 孔 蛋 拍 赔 孔 式 作用 的 表征 。 

值得 注意 ,现在 能 重建 的 膜 为 人 工 系 统 ,以 十 化 的 传送 蛋白 “ 活 
性 状态 配 至 量 蝗 脂 质 体 或 平面 脂 双 层 上 ,然后 由 某 一 实验 测定 的 信 
息 , 并 不 一 定 能 在 “真实 "生物 膜 条 件 下 必然 呈现 ,所 以 务必 对 整个 细 
胞 和 完整 的 生物 膜 进 行 观察 。 不 过 ,这 些 重建 技术 的 开拓 ,将 有 利于 
探索 有 关 生 物 膜 传送 机 制 方面 目前 许多 尚未 解决 的 课题 。 因 此 , 膜 
的 功能 .装配 和 传送 机制 仍 是 生物 物理 化 学 学 科 方 兴 未 区 的 研究 领 
域 。 

5.9.2 半 透 膜 唐 南 {Donnan) 平 衡 

生物 学 所 感 兴 趣 的 大 多 数 育 合 物 是 或 强 或 弱 的 带电 聚合 电解 
质 ,例如 核酸 、 素 左 赖 氨 酸 以 及 蛋白 质 类 的 两 性 聚合 电解 质 等 。 如 果 
膜 平衡 中 涉及 强 的 聚合 物 电 解 质 行为 , 邯 

PX =P2* +2X 
假设 系统 中 仅 有 聚合 阳离子 Pt 及 其 反 号 一 价 小 阴离子 X- ,同时 处 
于 只 能 透 通 小 阴 、 阳 离子 和 溶剂 (S) 的 半 透 膜 内 侧 (a 相 ) ,而 膜 外 机 
(8B 相 ) 却 注 人 溶 于 相间 溶剂 的 同 种 阴离子 1:1 电解 质 (BX 一 B* + 
X ,参见 图 5-36)。 此 时 建立 的 跨 膜 平 稀 需 要 膜 两 侧 各 离子 电化 学 
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ME 18 8 
着 溶 液 是 理想 的 ,电解 质 BX 或 各 离子 的 化 学 | P- | x- 
势 公式 为 a 
pax = pax + RTInCaCx 或 w=pP+RTInG |s "rs 
(5.9-2) a B 
式 中 C 一 一 分 别 表示 B "或 X 的 量 浓度 — 图 536 Doman Tg 
(Cn 或 Cx); 


4 一 为 i{ 节 B'* 或 多” ) 的 标准 态 化 学 势 。 
为 了 保持 溶液 的 电 中 性 , 膜 两 侧 溶 液 中 各 离子 的 量 浓度 间 必 然 分 别 
建立 以 下 数值 关系 
Z([P2t ] +[B+ ):=[X-) [Bf Ji=([X-) (5.9-3) 
电化 学 势 是 化 学 势 上 与 带电 位 能 Ziep 之 和 , 即 
H = u + Zeqp (5.9-4) 
于 是 膜 两 侧 溶 液 中 各 小 离子 和 溶剂 有 如 下 关系 式 ( 其 中 阳 、 阴 小 离子 
的 体积 可 忽 赂 不 计 ) 1: 
RTIn(B* 关 + Fe*= RTin(B’ )5 + Fe (Z:=1) (5.9-5) 
RTIn(X~) -Fo =RTin(X )-F@ (和 =1 (S.9-6) 
RTIn(S)* + PrVs =RTin(S)5 + PEV。 (5.9-7) 
式 中 P 一 一 代表 溶液 所 受 的 压力 ; 
Vs 一 一 代表 溶剂 体积 ; 
F 一 一 代表 法 拉 第 常数 。 
如 果 将 (5,9-5) 与 (5.9-6) 两 式 加 和 便 可 得 


CECX = CECK (5.9-8) 

结合 (5.9-3} 和 和 (5.9-8) 两 式 即 可 得 
COR= (Cü)? = (Ci + ZCB)CS (5.9-9) 
CEC& = (CR)? = CR(CK ~ 2G) (5.9-10) 
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或 | eps a= = (5.9-11) 
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C k= (5.9-12) 


Tits B] Y Er Pt T'iFIRBI Wk qha WR 3. 3 AEH 
离子 的 反 号 小 离子 (X) 将 更 多 些 存 在 于 膜 内 侧 含 聚合 阳离子 的 深 液 
中 , 同 理 倘 若 聚 合 电解 质 离子 是 阴离子 , 则 其 反 号 小 阳离子 也 将 更 多 
些 集中 在 膜 内 出 溶 液 中 。 

由 (5.9-5) 和 (5.9-6) 两 式 可 以 给 出 


_RT|, (X > (5.9-13) 


式 中 ”Aq 一 一 代表 唐 南 (Donnan) 电 势 (yp)。 

由 于 上 例 的 讨论 对 障 及 了 膜 两 侧 c 相 与 8 相 溶液 采用 了 简单 化 和 理想 
化 的 假设 , 则 避免 了 讨论 问题 的 复杂 化 。 由 此 尚 可 清晰 地 看 到 , 膜 离 
子 在 膜 两 侧 不 均一 的 分 布 会 引起 膜 电 势 , 便 可 自然 地 理解 到 膜 电势 
的 产生 。 

一 般 , 生 物体 内 一 些 过 程 在 热力 学 意义 上 大 多 是 不 可 逆 的 ,这 些 
系统 是 离开 了 平衡 态 的 ,然而 绝 大 部 分 经 典 热力 学 的 公式 是 用 于 可 
逆 过 程 和 处 于 平衡 的 系统 。 不 过 ,如 果 不 去 描述 溶质 分 子 每 个 时 刻 
的 经 历 和 所 发 生 过 程 的 精细 图 像 ,平衡 热力 学 方法 仍 可 扩大 而 用 于 
某 些 离 平衡 不 太 远 的 系统 。 可 以 想到 内 赃 蛋 岩 质 的 带电 膜 也 必然 会 
产生 表面 电势 ,这 与 生物 膜 的 性 质 和 功能 有 着 重要 关连 。 

若 将 ($.9-7) 式 整理 成 半 透 膜 两 边 溶液 的 渗透 压 (r) 公 式 , 即 

z=P%*—P°= (RT/Vs)In([ (S)P/(S)%) (5.9-14) 
式 中 Ve 一 一 代表 溶剂 的 体积 ， 
R 一 一 代表 气体 常数 。 
对 于 海 生 鱼 类 而 言 ,维持 细胞 膜 内 外 所 产生 的 适当 渗透 压 是 生存 的 
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关键 条 件 之 一 。 | 
倘若 按 溶质 与 渗透 压 的 关系 可 写 出 渗透 压 (7) 关 系 式 为 
z= RT|C# + (Cg -CE)+ (CX — CX)! (5.9-15) 
式 中 Cp、Ce、Cx 一 一 分 别 代 表 聚 合 电 解 质 阳 离子 、 小 阳离子 和 阴 离 
子 的 摩尔 浓度 ( 即 每 cm "38 n 摩尔 )。 
此 公式 是 根据 麦克 米兰 (Me Millan) 种 麦 耶 尔 (IMayer)1945 年 所 提 
出 的 渗透 压 公式 : | 
r=RT( +BCG +DC + 3 


该 式 (C 的 单位 是 克 /cmi ) 是 在 稀 溶 液 中 简化 和 演变 而 得 的 。 
在 高 浓度 盐 和 低 浓 度 率 合 电 解 质 的 情况 下 ,假定 1:1 电解 质 盐 
的 CCG、CK 与 CG 四 者 通 近 于 相等 ,那么 将 (5.9-11) 和 (5.9- 了 2) 两 
式 代入 (5.9-15) 式 ,并 利用 (5.9-3) 式 关系 整理 便 得 出 
z —RT[C; +Z(CS) /4Ca) 


=RT(K + Z2(Cr)2/4C;M8 (5.9-16) 


式 中 Cp 一 一 代表 系统 内 强 聚 合 电解 质 的 重量 浓度 ( 现 /cnr ) ; 
Me 一 一 代表 该 聚合 电解 质 的 数 均 摩 尔 质量 。 

此 渗透 压 公 式 可 用 于 测定 某 些 强 聚 合 电解 质 或 远离 等 电 点 的 蛋白 质 

等 数 均 相对 分 子 质量 的 计算 。 由 于 高 浓度 盐 使 Cs 变 得 很 大 时 , 右 括 

号 中 的 第 二 项 趋 于 很 小 而 渗透 压 和 右 括号 中 第 一 项 数 均 相 对 分 子 质 

基 趋 于 理想 值 。 


生物 膜 的 组 成 ,结构 和 装配 ,以 及 腊 具 有 的 物理 化 学 性 质 是 与 生 

命 活动 密切 相关 。 绍 胞 吸取 营养 和 获得 能 量 , 处理 和 排泄 有 定 物 质 

或 废料 ,细胞 的 新 陈 代 谢 { 生 长 .分 化 和 繁殖 ) 等 都 有 膜 蛋白 的 参与 。 

因 苞 ,维持 适当 的 膜 脂 成 分 作为 高 选择 透 性 屏障 ,以 保证 生物 膜 呈 现 
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出 应 有 的 功能 ,并 提供 各 种 功能 的 膜 蛋白 有 一 定 活动 环境 ,可 让 膜 蛋 
由 应 答 需要 而 变 构 和 现 出 特异 的 活性 ,从 而 发 挥 它们 各 自 专 一 性 功 
能 ,这 是 与 生命 过 程 有 关 的 研究 课题 。 

若 膜 上 摄 入 使 脂 双 层 ( 或 质 膜 ) 呈 现 不 正常 物理 化 学 性 能 的 物 
奈 ,例如 膜 中 含 了 过 高 浓度 胆固醇 ,就 会 限制 磋 脂 双 层 中 膜 成 分 的 流 
动 性 而 引起 膜 “ 硬 化 ,最 终 导 致 细胞 的 衰老 而 失去 其 应 有 的 功能 。 
又 如 将 一 些 重金 属 ( 例 Pb 等 ) 摄 入 ,经 肠 道 吸收 ,与 膜 中 有 关 酶 结合 
而 使 该 酶 失去 正常 催化 活性 , 便 影响 细胞 正常 的 新 陈 代谢 作用 而 可 
能 变异 。 可 见 生物 蜡 与 生命 活动 的 正常 进行 有 着 极为 密切 的 关系 。 
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要 了 解 遗 传 如 何 起 作用 、 细 胞 如 何 制造 蛋白 质 、 蛋 白质 如 何 调节 
新 陈 代谢 ,肌肉 如 何 收缩 等 等 ,就 必须 掌握 物理 化 学 的 理论 和 方法 。 
这 是 由 于 在 样品 的 制备 .分离 ,鉴定 过 程 以 及 对 样品 的 结构 和 构 型 分 
析 中 ,透析 ,扩散 沉降、 电泳、 电子 顺 磁 共 振 X 射线 衍射 等 方法 均 是 
常 被 及 用 的 ,而 这 些 方法 都 是 属于 物理 化 学 的 范畴 之 故 。 


6.1 物理 化 学 的 分 离 或 鉴定 技术 


利用 各 类 蛋白质 分 子 在 物理 或 化 学 性 质 上 的 差异 ,有 可 能 将 其 
进行 分 离 和 纯化 。 

6.1.1 蛋白质 等 电 沉 淀 和 盐 析 

等 马 质 具有 表面 含 带电 氨基 酸 侧 基 的 特点 ,而 氨基 酸 人 出 链 是 星 
现 弱 酸性 和 弦 碱 性 的 离子 特征 基 团 ,其 各 个 侧 链 贡献 出 的 电荷 组 成 
蛋 日 质 所 带 的 总 电荷 。 在 特定 的 pH 条 件 下 ,人鱼 链 上 所 带 正 电荷 之 
和 正好 等 于 其 所 带 负 电荷 之 和 ,蛋白质 所 带 净 电荷 为 零 。 这 时 pH 
舍 ( 即 蛋白 质 的 等 电 点 p1) 使 蛋白 质 的 溶解 度 降 低 至 最 低 点 ,由 于 不 
则 种 类 的 和 蛋白质 有 可 能 具有 的 等 电 点 不 则 ,这 就 给 不 同等 电 点 的 蛋 
白质 提供 了 等 电 帝 淀 粗 分 离 的 方法 。 

重 白 质 的 溶解 度 随 溶液 中 离子 环境 的 不 同 也 会 发 生 增 减 ,但 盐 
游 和 盐 析 效应 是 复杂 的 。 例 如 , 氯 化 销 的 浓度 在 一 定 范围 内 增加 能 
使 B- 乳 球 重 白 的 溶解 度 增 大 ,这 是 离子 强度 对 和 绰 白 质 溶 解 度 的 影响 。 
离子 强度 (1) 定 义 为 溶液 中 各 i 离子 摩尔 量 浓 度 与 i 离子 所 带电 菏 平 


方 的 乘积 加 利之 六 , 即 
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Fs (6.1-1) 
式 中 CG 一 一 代表 i 离子 的 量 浓度 ; 
2 一 一 代表 i 离子 所 带 的 电荷 数 。 
和 蛋白质 上 每 一 带电 的 位 点 会 使 感应 所 及 范围 内 集 积 离子 氛 ,此 离子 
氛 的 有 效 半径 (1/ x ) 与 溶液 离子 强度 (1) 的 平方 根 成 反比 关系 : 


_ 1 /172000eLI\1y, 
1/<=1l/( ee kT ) (6.1-2) 


式 中 e ”一 -代表 电子 电荷 ; 
L ”一 一 代表 亚 佛 加 德 罗 数 ; 


k. — SS Boltansnn 常数 (了 ); 


T ”一 一 代表 绝对 温度 ; 
eovE 一 一 分 别 代 表 真 空 介 电 常 数 (e,=8.854 x10-12 法 / 米 ) 
和 介质 的 相对 介 电 常数 (SI 制 ) [c.g,s 制 介质 的 介 
电 常 数 =s=4reve:]。 
25C NaCi 的 C=0.01 摩尔 / 升 时 ,1/ = =3.04nm,C=0.001 摩尔 / 
升 时 k ”=9.6lnm。 可 见 离子 强度 增加 能 使 1/ < 离子 氛 有 效 半 径 
减 小 , 蛋 马 质 周围 由 较 浓 的 离子 氛 包 围 ,使 分 子 上 带 相反 电荷 的 位 点 
不 易 相 互 作用 形成 静电 复合 物 而 沉降 ,于 是 选择 适当 电解 质 以 增加 
离子 强度 ,可 增加 某 些 蛋 白质 {如 BE 乳 球 蛋 白 ) 在 水 中 的 溶解 度 。 
还 有 些 盐 类 (如 高 浓度 硫酸 铵 ) 的 加 入 ,会 使 一 些 蛋 白质 的 溶解 
度 降 低 而 呈现 盐 析 现象 。 蛋 白质 具有 特定 的 盐 析 点 ( 即 在 某 一 盐 浓 
度 下 易 逃 逸 溶液 沉淀 ) ,利用 此 性 质 而 选择 适当 的 电解 质 ,并 调节 溶 
#k pH 值 , 便 能 将 和 蛋白质 进 行 粗 级 分 离 和 抽 提 。 
值得 注意 ,大 多 数 球 蛋 白 的 表面 上 每 个 可 解 离 的 侧 链 都 有 一 个 
特定 的 pK 值 ( 或 离 解 平衡 常数 值 ), 在 特定 环境 中 也 会 引起 氨基 酸 
侧 链 pK 值 的 变化 ;另外 ,环境 的 影响 可 使 部 分 氨基 酸 侧 链 埋 人 螺旋 
或 折 倒 形成 的 蛋白 质 表面 内 ,从 而 削弱 了 环境 中 质子 与 其 建立 离 解 
平衡 的 倾向 。 这 样 就 会 导致 对 pK 值 表面 所 带电 茶 量 等 的 干扰 , 实 
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际 上 造成 了 蛋白 质 带 电荷 上 的 变化 。 不 过 ,如 果 利用 得 当 , 这 种 变化 
所 引起 的 蛋白 质 电荷 性 质 上 的 差异 ,也 可 成 为 许多 种 蛋白 质 分 离 鉴 
定 方法 的 基础 。 
6.1.2 凝 胶 电泳 和 等 电汇 聚 
(一 ) 电 泳 基本 原理 
带电 区 粒子 在 外 加 电场 中 泳 动 输送 称 为 电泳 。 它 与 大 分 子 所 带 
电荷 比 其 质量 更 有 密切 关系 ,于 是 提供 了 一 种 分 离 和 分 析 带 电 混 合 
物 的 重要 手段 。 但 实际 测试 中 存在 着 一 些 复杂 性 ,通常 主要 是 大 分 
子 水 溶液 中 还 含有 反 号 离子 或 缓冲 剂 离子 和 盐 类 ,这 些 离子 会 与 带 
电荷 大 分 子 相互 作用 ,并 影响 电场 对 大 分 子 的 作用 。 有 关 电 访 的 基 
本 原理 ,可 以 利用 孤立 的 带电 粒子 在 非 导 体 介 质 中 的 简化 情况 前 明 。 
假定 电场 所 产生 的 力 突然 施加 在 带电 粒子 上 ,引起 该 粒子 加 速 
输 运 到 一 定 速 度 ,正好 使 所 施加 的 驱动 力 与 介质 的 粘 溃 阻力 平衡 ,该 
粒子 得 到 恒 速 , 它 受 到 电场 的 力 ( 习 惯用 cg、s 制 的 达 因 表示 ,化 成 
Si1 制 1 达 因 =10 牛顿 ) 可 由 库仑 定律 得 出 : 
F= ZeE (6.1:3) 
式 中 ”2Z 一 一 代表 粒子 所 带电 荷 数 (以 电子 为 单位 ); 
e 一 一 代表 电子 电量 (4 .8 x 10- 静电 单位 ,SI 制 中 1 库仑 为 
3x10 静电 单位 ); 
E 一 一 代表 电场 强度 ,以 每 厘米 静电 单位 电势 表示 (SI 制 中 
以 伏特 / 米 或 牛顿 /库仑 为 单位 ,一 个 每 厘米 静电 单位 
电势 = 100 x 300=3x10t 伏特 / 米 )。 | 
粒子 的 运动 速度 v 为 
fy= ZeE (6.1-4) 
式 中 二 一 一 摩擦 因子 。 
如 果 以 每 单位 场 强 引 起 粒子 电泳 速度 (中 v/E) 表 示 电 泳 迁 移 率 如， 
当 粒 子 为 球形 时 , 则 工 可 应 用 斯 托 克 公 式 : 
f= 67nR 
表示 ,于 是 可 得 
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LT (6.1-5) 


Fih R 一 一 代表 粒子 半径 ， 
n 一 一 代表 溶剂 粘度 。 
此 公式 表明 ,单位 场 强 粒子 运动 速度 与 该 数 子 所 带 的 电荷 数 成 正比 
关系 (由 此 可 了 解 粒 子 所 带电 荷 数 ) ,还 受到 粒子 半径 的 影响 ( 即 运动 
速度 与 粒子 有 效 体积 成 反比 ,提供 了 可 了 解 粒 子 大 小 形态 的 信息 )。 
但 实际 情况 复杂 得 多 ,粒子 的 非 球形 和 水 合作 用 ,大 分 子 离子 局 围 的 
离子 氛 所 造成 的 各 种 形状 与 环境 都 会 影响 而 引起 上 述 公 式 的 偏差 。 
虽然 对 此 公式 作 过 一 些 修正 ,例如 : 
(xR) 
U= (6.1-6) 
式 中 x 一 一 代表 Debye-Hiicke 理论 中 提 到 的 离子 氛 半 径 的 倒数 。 
离子 强度 (1) 大 时 ,离子 氛 紧 缩 在 大 
分 子 离子 的 周围 ;1 小 时 离子 氛 扩 展 1. 
开 来 。 图 数 x( xR) 称 为 享 利 胃 数 。 1. 
>i xkR 从 零 变 到 无 穷 时 , 它 在 1.0 到 1. 
]. 
ka 
1. 
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1.5 之 间 变 动 ( 见 图 6-1)。 还 有 些 更 半 
复杂 的 修正 表达 式 ,但 其 结果 远 不 能 
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令 人 满意 。 J O 1 2 3 
对 于 根据 大 分 子 离子 (如 蛋白 质 logkR 
等 ) 所 带 净 电荷 的 差异 ,用 电泳 技术 i 


分 离 各 类 带电 荷 大 分 子 是 一 种 很 好 
的 方法 。 该 方法 还 能 用 于 测定 蛋白 质 或 其 它 聚 合 两 性 电解 质 的 等 电 
点 pH 值 ,它们 在 某 pH 使 所 带电 荷 为 零 时 ,U 应 等 于 零 ; 在 比 等 电 点 
低 的 pH 值 条 件 下 蛋白 质 应 带 正 电 而 向 负极 移动 ;在 比 等 电 点 高 的 
pH 值 条 件 下 蛋白质 带 人 灸 电 而 向 正极 移动 。 

(二 ) 凝 胶 电 泳 

通常 , 凝 胶 电泳 是 在 适当 支持 介质 例如 琼脂 凝 胶 或 聚 再 烯 酰 胺 
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效 胶 (也 有 用 淀粉 凝 胶 或 滤纸 类 的 ) 所 制 成 的 平板 或 胺 柱 中 进行 ( 见 
图 6-2)。 所 用 凝 胶 百 分 舍 量 是 按 要 分 离 的 蛋 晶 质 大 小 来 选 定 ,增加 
族 胶 洛 度 会 使 蛋 哩 质 的 迁移 率 减 小 。 所 以 常 利 用 没 平 板 长 度 连续 增 
加 凝 胶 百 分 合 量 的 榜 度 胶 来 实现 精细 分 离 。 电 泳 实验 完成 后 , 可 将 
将 胶 边 条 切 下 ,并 将 所 取得 的 边 条 用 能 与 蛋 蝗 质 反 应 的 染料 染色 ,就 
能 确定 剩余 的 效 胶 上 和 蛋白质 各 分 离 区 带 的 位 置 , 然 后 分 别 将 各 区 带 
切 下 ,并 把 各 区 带 上 和 借 昌 质 组 分 依次 洗 提 下 来 , 便 可 得 到 分 离 的 各 类 
焦 白 质 。 


HHE 


` 
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(b) 平 铺 均 腕 平板 


图 6.2 各 种 凝 胶 电泳 装填 
《a) 莲 负电 和 蛋 向 质 例 ;(b) 带 正 电 蛋白 贰 遍 。 桩 剖 模 或 狭 锋 位 置 可 根据 大 分 子粒 子 带 电 
情况 选 定 切 成 
凝 胶 电泳 技术 比 溶液 中 运动 界面 电泳 法 优越 得 多 ,然而 人 们 又 
对 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 作 了 改进 ,以 提高 凝 胶 的 分 辨 率 。 苞 法 特点 
是 将 凝 胶 分 为 上 .下 两 层 而 制 得 。 上 层 凝 胶 ( 称 堆积 胶 ) 的 保 合 程度 
通常 比 下 层 凝 胶 ( 称 分 辨 人 通 ) 要 小 面孔 答 较 大 ,并 调节 堆积 胶 中 溶液 
的 pH 值 与 分 辩 胶 中 的 不 同 ,使 待 分 离 的 蛋白 质 在 堆积 胶 中 的 迁移 
率 比 分 辩 胶 中 的 大 ,导致 快速 移动 而 透 人 礁 积 胶 成 为 较 稀 的 蛋白 质 
混合 物 , 当 文人 人 分辨 腕 时 会 挤 集 成 一 条 狭 的 区 带 , 然 后 在 分 辨 腕 中 以 
电泳 速度 快慢 而 分 离 各 类 重 白 奈 。 通 常 ,电泳 分 离 使 用 的 一 些 介 有 质 
情况 见 表 6-1。 
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天 6-1 电泳 分 离 法 通常 使 用 的 介质 信息 


s. e t 
滤纸 用 缓冲 液 润 湿 ， 


迅速 , 简单 ,只 需 小 | 可 能 因 燕 发 和 内 浴 

安放 在 电极 之 间 量 待 测 深 质 现象 干扰 
淀粉 | 用 部 分 和 水 的 淀粉 | 分 辩 能 力 高 ,用 途 广 | 对 大 分 子 运动 可 能 
” 凝 胶 | 塑造 北 胶 ,两 端 以 波 有 些 阻碍 ,还 有 吸附 
纸 引 接 导 电 液 和 吸收 样品 移 去 较 

困难 

琼脂 | 似 淀粉 凝 胶 , 但 成 胶 | 开放 性 结构 ,造成 极 | 由 于 凝 蒋 常 带 负 电 ， 
凝 腔 | 剂 更 稀 接近 于 溶液 电泳 法 | 与 带 正 岂 溶 质 有 较 
中 自由 电泳 的 条 件 ”| 大 的 相互 作用 ,在 
pH 大 于 7 溶液 中 有 

内 滩 现 象 
BEN H 在 小 管 中 使 丙烯 酰 | 分 辨 力 好 , 易于 使 1 通常 限于 小 规模 , 因 
酰胺 胶 腕 聚合 各 交 联 用 ,很 少 内 渗 现 象 而 | 电阻 低 而 电流 较 大 


DL 


(三 ) 等 电汇 聚 

对 重 白 质 的 分 高 和 鉴定 技术 的 探讨 中 ,还 发 展 了 一 种 常用 的 方 
法 是 等 电汇 聚 , 它 利用 不 同类 和 蛋白质 具有 不 同等 电 点 的 特征 ,在 电场 
作用 下 的 一 pH 梯度 溶液 中 分 高 而 形成 一 些 稳重 带 。 该 方法 是 先 将 
含有 几 种 称 为 两 性 电解 质 的 带电 有 机 分 子 溶液 浸 人 凝 胶 , 并 置 于 电 
场 中 ,经 过 一 段 时 间 后 , 便 会 按 两 性 电解 质 分 子 所 带电 荷 相对 多 少 而 
连续 分 布 于 电场 中 ,导致 从 溶胶 的 一 端 到 另 一 端 形 成 了 一 个 连续 的 
pH 宰 度 。 此 时 将 待 测 掉 白质 溶液 加 到 凝 胶 内 , 蛋白质 即 刻 在 电场 中 
流动 ,直至 分 别 到 达 两 性 电解 质 所 产生 的 pH 梯度 中 正好 等 于 各 自 
等 电 点 的 位 点 时 ,它们 所 带 兆 电荷 分 别 变 为 零 而 停 漆 不 动 。 因 此 ,等 
电汇 聚 技术 始 可 精确 地 测定 电 日 质 的 等 电 点 ,也 可 对 等 电 点 仅 差 百 
分 之 几 pH 单位 的 蛋白 质 实现 良好 的 分 离 。 

等 电汇 依 常 使 用 凝 胶 柱 ,可 将 形成 的 蛋白 质 带 通过 阀门 排放 ,用 
水 套 保 持 凝 胶 柱 一 定 温度 。 进 行 这 种 灵敏 的 分 析 实 验 务 必 注 意 几 个 
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主要 条 件 : 

囊 形 成 明显 而 狭 的 蛋白 质 分 离 带 区 ,必需 使 装置 中 的 溶液 有 窗 
度 宰 度 存 在 ,以 防止 蛋白 质 产 生 对 流 , 一 般 是 采用 不 会 带电 的 芒 糖 密 
度 梯度 而 避免 干扰 电场 ; 

务必 建立 相当 稳定 的 pH 梯度 ,巧妙 的 方法 是 将 低 相 对 分 子 质 
量 的 聚合 两 性 电解 质 混合 物 注 入 凝 胶 中 ,在 电场 中 它们 都 会 泳 向 各 
自 的 等 电 点 ,并 停 置 在 此 位 点 ,使 这 位 点 处 的 pH 稳定 在 特定 之 值 ， 
最 酸性 的 低 相 对 分 子 质量 聚合 两 性 电解 质 将 汇集 在 阳极 附近 ,而 最 
碱 性 的 靠近 阴极 ,于 是 建立 了 一 稳定 的 pH 梯度。 

任何 蛋白 质 分 子 泳 到 它 所 属 的 等 电 区 域 , 便 集 中 成 窄带 ,这 些 带 
可 以 稳定 相当 长 的 一 段 时 间 。 不 过 , 芒 糖 的 密度 梯度 因 扩散 最 终 必 
然 要 消失 ,蛋白 质 的 扩散 也 势必 影响 到 带 的 稳定 性 。 

(四 )SDS 凝 胶 电泳 

此 法 是 在 待 测 蛋白 质 混和 物 中 加 入 表面 活性 剂 十 二 煤 基 硫酸 钠 
(SDS) 和 殖 基 乙醇 ,并 短暂 地 加 热 ,使 这 些 蛋 白质 混合 物 完全 变性 。 
这 是 由 于 SDS 分 子 的 尾部 非 极 性 的 脂肪 链 与 蛋白 质 的 朴 水 基 团 能 
以 疏水 力 结合 , 纺 基 乙醇 又 与 蛋白 质 在 进行 二 硫 互 换 反 应 过 程 中 能 
盯 开 所 有 胱 氨 酸 上 的 二 硫 键 ,使 蛋白 质 铁 链 伸展 ,于 是 蛋白 质 即 可 结 
合 较 多 的 SDS 分 子 。 每 结合 一 个 SDS 分 子 , 在 变性 蛋白 质 复合 物 上 
便 会 增加 两 个 负电 荷 ,结合 的 表面 活性 剂 使 之 带 上 大 量 的 带电 基 团 ， 
有 效 地 掩盖 了 和 蛋白质 天 然 状态 时 所 带 的 电荷 。 结 合 的 表面 活性 剂 分 
子 总 数 与 蛋白 质 的 肘 链 长 度 或 与 比 相 对 应 的 蛋白 质 相对 分 于 质量 成 
正比 。 

当 上 述 蛋 白质 的 变性 溶液 在 聚 丙 烯 酰 脱 凝 胶 存 在 时 ,在 外 加 电 
场 作 用 下 其 泳 动 速度 也 近似 地 与 相对 分 子 质 量 大 小 成 比例 。 

SDS 凝 胶 电 泳 在 测试 未 知 样品 的 电泳 行为 时 ,同时 需要 有 已 知 
相对 分 子 质 量 的 标准 样品 进行 电泳 标定 ,从 二 者 的 比较 中 取得 蛋白 
质 相 对 分 子 质量 的 信息 。SDS 凝 胶 电 泳 法 所 测 得 的 相对 分 子 质量 近 
似 数 据 与 实验 条 件 有 关 , 但 实验 操作 简单 ,分辩 力 高 ,已 广泛 用 于 和 蛋 
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白质 混合 物 中 各 种 不 同 组 分 的 鉴定 。 对 于 通常 不 溶性 的 膜 盘 日 ,如 
果 没 有 对 其 增 溶 的 表面 活性 剂 之 存在 , 那 是 很 难处 理 的 。 

《五 ) 其 它 的 各 种 电泳 法 

如 果 将 蛋白 质 深 于 缓冲 溶液 并 置 于 电泳 测试 管 中 , 两 端 加 有 等 
电导 率 的 缓冲 溶液 后 , 插 人 正 负 电极 , 即 可 通 直流 电 进 行 电 恋 ,此 法 
称 自由 界面 电泳 ;车 将 蛋白 质 溶液 点 在 漫 了 缓冲 溶液 的 滤纸 ( 作 支 持 
物 } 上 进行 电泳 的 方法 , 则 称 之 为 纸 上 电 泳 (或 区 带电 泳 ) ;上述 的 凝 
胶 电泳 (如 以 淀粉 琼脂、 育 丙 烯 酰胺 等 作 支 持 物 ) ,还 有 各 类 测试 方 
案 ,例如 在 玻璃 管 中 , 将 蛋 日 
质 的 不 同 组 分 分 离 成 图 盘 环 
状 , 常 称 圆 盘 电泳 ,或 在 铺 有 
凝 胶 的 玻 板 上 进行 电泳 , 称 
作 平板 电泳 。 一 般 , 实 验 室 
多 采用 较 简 使 的 纸 上 电 泳 或 
凝 腕 电泳 。 昌 前 临床 化 验 人 >” 
BJ fi 38 z& Fl PE SH 2yr bh 5k e FH 6-3 ”我 国正 常人 血清 蛋白 质 纸 
纸 上 电 恋 法 。 各 种 重 日 质 和 上 电泳 图 
人 的 血清 中 含有 的 清和 绰 白 、al-、a2-\B- 和 Y- 球 重 日 等 的 等 电 点 数据 见 
表 6-2。 利 用 人 血清 中 各 种 球 蛋 白 的 等 电 点 不 同 而 在 pH 为 8.6 的 
缓冲 溶液 中 都 以 阴离子 状态 存在 ,进行 纸 上 电泳 时 都 问 阳极 移动 ,由 
于 它们 所 带 的 电荷 数目 和 相对 分 子 质 量 不 同 , 电 泳 进 行 了 一 定时 浊 
后 ,各 种 蛋 日 质 便 彼 此 分 离开 。 停 电 后 即 可 染色 而 区 分 出 各 自明 显 


”的 区 带 ( 见 图 6-3)。 


表 6-2 几 种 蛋白 质 的 等 电 醚 


蛋白 质 名 称 蛋白 质 名 称 


12.00—12.40 鸡蛋 清 蛋 白 | 4.55—4.90 | ÀH PB m- 


等 电 点 
5.06 


piya 
鱼 精 蛋白 


胸腺 组 蛋白 牛 胰 蛋白 本 


10.8 
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人 血清 7- 球 蛋白 5.8 一 6.6 


括 导 中 前 项 是 相对 分 子 质量 ,后 项 是 含 总 量 中 百分比 。 
重 握 质 分 子 含 碱 性 氨基 酸 ( 例 精 贷 酸 ) 较 多 时 ,其 等 电 点 坑 减 , 合 酸 性 氮 基 酸 较 多 的 ， 
则 其 等 由 点 仿 酸 


6.1.3 层 析 分 离 技术 

层 析 分 析 技 术 已 发 展 成 多 种 方法 , 现 分 别 介绍 如 下 : 

(一 ) 离 子 交 换 层 本 

此 方法 是 根据 各 类 蛋白质 或 氨基 酸 与 固定 在 柱 内 的 离子 交换 树 
上 脂 具 有 不 同 的 亲和力 ,致使 溶液 中 不 同类 蛋白质 或 氮 基 酸 在 柱 中 流 
下 快慢 各 异 而 分 离 成 一 个 个 带 区 。 由 于 蛋白 质 分 子 较 大 ,一 般 无 法 
穿 过 椅 骨 颗粒 (但 也 有 例外 ) ,这 与 氨基 酸 有 着 显著 的 差别 。 所 以 分 
离 蛋白 质 极 少 使 用 交 联 树脂 ,通常 是 用 带 正 电 苟 基 团 或 负电 荷 基 团 
的 细 粉 纤维 素 填 充 层 析 柱 。 还 有 在 一 定 的 盐 浓 床 下 E ER B ASI T 
氨基 酸 与 树脂 的 结合 有 一 平衡 过 程 , 它 可 以 是 完全 结合 或 根本 不 结 
合 , 如 果 改 变 盐 浓度 ,就 可 以 将 结合 在 纤维 素 柱 上 的 蛋白 质 洗 脱 ( 梯 
度 连 续 洗 脱 或 分 段 不 连续 洗 脱 )。 

(二 ) 凝 胶 层 析 技 术 

该 方法 是 利用 链 与 链 间 交 联 庆 不 同 的 天 然 多 糖 和 人 工 合成 多 聚 
物 ,它们 形成 的 颗粒 其 有 不 同 孔 径 的 特点 。 加 入 凝 科 中 的 人 蛋白质 混 
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合 物 , 低 相 对 分 子 质 量 的 蛋白 质 很 小 容易 穿 人 颗粒 内 部 , 比 孔径 较 大 
的 和 蛋白质 就 不 能 穿 人 颗粒 内 部 ,将 会 从 颗粒 间 空 隙 流 过 。 鲍 如 ,以 相 
对 分 子 质量 为 10000 和 50000 的 蛋白 质 混合 溶液 加 入 到 平均 最 大 孔 
径 为 3.0nm 多 精 颖 粒 柱 中 后 ,混合 液 的 最 终 体积 VT 等 于 充满 颗粒 
内 部 所 需 的 溶液 体积 V, 和 充 于 颗粒 间 空 际 的 溶液 体积 V. 之 和 (V7 
=Vi+V)。 低 相对 分 子 质量 的 蛋白 质 是 均匀 分 布 在 Vr 内 ,而 较 大 
的 蛋白 质 只 能 集中 在 V, 中 ,经 简单 过 滤 将 颗粒 问 陈 中 的 溶液 与 颗 
粒 分 开 , 便 可 按 相对 分 子 质量 大 小 使 蛋白 质 得 到 某 种 程度 的 分 离 。 
若 将 此 分 离 过 程 重复 多 次 ,最 后 能 使 较 小 蛋白 质 的 浓度 在 V。 中 近 
似 于 可 息 略 程度 。 

如 果 将 凝 胶 颗粒 充填 在 福 内 ,让 蛋白 质 溶液 连续 地 流 过 此 柱 , 设 
计 凝 胶 柱 有 适当 的 高 度 , 较 小 蛋白 质 流 过 颗粒 时 ,开始 均匀 分 布 在 
Vr 中 ,由 于 穿 过 颗粒 时 不 断 地 河流 于 颗粒 内 ,对 较 大 和 蛋白质 仅 能 较 
快 地 流 过 颗粒 间 空 阶 而 限于 V. 内 。 于 是 在 柱 底部 最 早 流 出 的 V, 
几乎 只 含有 较 大 的 蛋白 质 。 通 过 颗粒 孔径 大 小 的 分 级 选择 ,就 能 使 
大 小 不 同 的 蛋白 质 分 子 以 不 同 速度 流 经 层 析 柱 , 可 以 得 到 恒 白 质 混 
合 物 的 洗 脱 谱 ( 相 对 分 子 质量 - 洗 脱 体积 关系 曲线 )。 利 用 已 知 蛋 日 
质 祖 对 分 子 质量 的 混合 物 对 层 析 柱 进 行 标定 , 即 可 测定 未 知 蛋 日 质 
混合 物 的 相对 分 子 质量 分 布 及 其 大 小 分 级 的 平均 相对 分 子 质 量 。 

(三 ) 亲 和 层 配 

利用 蛋白质 特异 结合 性 对 特定 的 蛋白 质 进 行 鉴定 是 亲 和 层 析 法 
的 特点 。 由 于 具有 特异 性 结合 能 力 赋予 蛋白 质 分 子 各 种 功能 特性 ， 
又 在 于 特异 结合 作用 的 多 种 多 样 导 致 此 方法 不 拘 一 格 而 使 分 离 和 鉴 
定 具 有 高 效能 。 i 

例如 , 2: 82 Bë ip 35 JR + — B R0 sk ike 2; f EE 2% 8 #L38 BJ Ed 
TPJ h zh r Ek ESA E Tae y. TE #JRIE e S , 先 将 
树脂 与 某 一 种 合适 的 辅助 因子 的 衍生 物 进行 化 学 反应 ,然后 制 成 层 
析 柱 , 当 蛋 白质 混 合 物 在 共 价 结合 辅助 因子 的 树脂 层 析 柱 内 流 过 时 ， 
与 辅助 因子 有 特异 亲和力 的 分 子 被 结合 在 柱 上 ,而 其 它 成 分 的 分 子 
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会 从 柱 中 流出 。 随 后 用 含 可 溶性 辅助 因子 的 溶液 洗 阁 层 术 柱 , 便 能 
将 与 可 溶性 辅助 因子 结合 的 和 蛋白质 从 柱 上 洗 脱 下 来 。 

又 如 对 于 糖 蛋 让 (以 化 学 方式 结合 糖 基 的 蛋白 质 ) ,通常 是 先 将 
能 与 多 糖 结 合 的 蛋白 质 (例如 伴 刀 襄 球 蛋白 ) 遂 过 反应 共 价 结合 在 树 
脂 上 ,然后 制 成 层 析 柱 ,并 用 适当 的 糖 溶液 洗 陪 下 来 , 便 达 到 了 分 离 
的 目的 。 

(四 ) 高 效 液 相 层 析 (HPLC) 

它 利 用 层 析 柱 中 凝 胶 内 部 具有 不 同 筷 大 小 和 形状 ,并 均匀 混合 
填充 在 柱 内 ,进入 层 析 柱 的 蛋白 质 除了 大 于 各 类 蕊 洞 的 只 能 在 凝 胶 
粒 间 际 空间 流 过 外 ,其 它 的 可 分 别 流 经 大 于 它们 的 孔洞 ,由 于 毛细 效 
应 和 吸附 作用 对 王 进 入 孔洞 的 蛋白 质 产生 相应 的 潇 后 流出 影响 , 适 
应 于 进 人 越 小 孔洞 的 蛋 听 质 ,滞留 的 时 间 越 长 ( 即 孔径 越 小 ,滞留 作 
用 越 大 ) ,于 是 根据 经 层 析 柱 先后 淋 出 的 溶液 体积 可 以 将 蛋白 质 分 级 
分 离 ,进而 下 测 得 蛋 蝗 质 混 合 物 的 相对 分 子 质量 分 布 。 

如 果 采 用 适当 长 度 的 层 析 柱 , 凝 胶 粒 度 合适 均匀 ,孔径 分 布 合 
理 , 堆 积 紧密 ,那么 这 种 按 体积 大 小 进 人 相 匹配 孔洞 的 凡 率 越 大 , 柱 
的 分 离 效 果 则 越 高 。 因 此 ,高 效 液 相 层 析 所 用 的 材料 通常 要 求 具 有 
较 强 的 物理 强度 和 更 为 精细 {! 即 孔洞 大 小 能 承受 很 高 压力 351 — 
703kgycm ,而 其 结构 及 分 布 能 更 好 地 满足 分 级 分 离 的 需要 ) 的 颗粒 
组 成 , 柱 装 置 本 身 也 要 考虑 到 能 承受 高 压 。 这 样 就 可 施 以 很 高 的 液 
柱 静 压 而 改善 精细 材料 柱 所 带 来 的 流速 ,不致 于 使 流速 减 得 太 慢 。 
所 以 合理 地 设计 层 析 柱 和 正确 运用 该 方法 ,将 可 得 到 很 好 的 分 离 效 
果 。 


6.2 获得 大 分 子 的 相对 分 子 质 量 信息 之 方法 


6.2.1 渗透 压 法 的 运用 
渗透 压 法 一 般 是 将 含有 租 白 质 溶液 置 于 半 透 膜 的 内 栅 , 这 种 膜 
只 允许 溶液 中 水 和 盐 或 缓冲 液 透 过 ,而 蛋白 质 等 大 分 子 不 能 透 过 。 
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由 于 水 和 盐 等 透 过 ,在 半 透 膜 含 蛋 白质 的 内 侧 液 柱 升 高 ,将 存在 一 较 
高 的 静 液 柱 压 力 , 当 压力 与 渗透 力 达 平衡 后 , 即 可 对 内 出 溶液 在 毛细 
管 中 上 升 的 高 度 进行 测量 ,这 个 静 压 力 便 是 渗透 压 (r)。 渗 透 压 (r) 
FS FB? EE c( 以 克 / 升 表示 ) 的 关系 式 可 从 半 渗 膜 两 侧 , 即 外 侧 游 
液 ( 一 般 是 考虑 纯 溶 剂 水 ) 与 内 侧 含 蛋白 质 的 溶液 组 分 水 的 渗透 平衡 
化 学 势 相 等 出 发 ,导出 2.1-13,14,15 等 式 与 2.1-21,22 等 式 。 

对 于 实际 蛋白 质 溶液 中 溶剂 化 学 势 公 式 , 习 惯 上 ,将 理想 溶液 化 
学 势 公 式 = m + RT Inx! 加 上 一 校正 项 RT Inf, ,其 中 fi 是 以 摩尔 
分 数 表示 浓度 的 修正 系数 ,通称 活 度 系数 。 于 是 (2.1-16) 式 可 写成 

21 = ur + RTInx + RTinf, 
=P - CPE - RT(ad+ Bd + ---) (6.2-1) 
上 式 是 按 (2.1-16) 式 所 得 ,此 时 溶质 2 的 浓度 极 稀 ,lnf 因 í, 小 于 
一 ,可 用 ç; 的 负 之 级 数 来 表示 。a.B 等 是 未 知 常数 。(6.2-1) 式 又 可 
写成 
r= -RTV, Í +Be2z+ | 


- 21 +BMeo + “osl (6.2-2) 


式 中 17M: 一 一 代表 第 一 维 里 系数 ; 
B 一 一 代表 第 二 维 里 系数 ; 
… 一 一 代表 未 写 出 的 高 维 里 系数 项 。 
土 式 是 著名 的 溶剂 化 学 势 维 里 展开 公式 ,第 二 维 里 系数 B 作为 非 理 
想 溶 液 度量 的 修正 项 。 若 溶质 浓度 极 稀 , 即 Bc;->0, 更 高 级 维 里 系 
数 展开 项 将 更 趋 于 零 ,(6.2-2) 公 式 可 简化 为 
r= PM 2 (2.1-16) 
从 二 组 元 溶液 中 溶剂 化 学 势 公式 推导 所 得 的 上 述 公 式 表明 ,在 
渗透 压 装 置 中 , 半 透 膜 内 侧 由 于 溶质 的 加 入 ,会 使 浪 齐 的 化 学 势 减 
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少 。 由 此 论点 来 看 , (6. 2-2) 或 (2.1-16) 式 中 溶剂 化 学 势 的 降低 值 
[- (ma 一生 四 , 必 等 于 沙 透 压 与 溶剂 摩尔 体积 乘积 (xW ) ,以 增加 溶 
剂 化 学 势 来 补偿 。 于 是 


n= R'Te,;/M, + BRTcš + °: ` (6.2-3) 
或 在 溶液 极 稀 的 情况 下 == RTez/ Mz (2.1-23) 
重 排 (6. 2-3) 公 式 而 得 
= RT/M, + BRTo (6.2-4) 
式 中 RR 一 一 代表 气体 常数 ; 
TT 一 一 代表 绝对 温度 ，; 


M 一 一 可 代表 和 蛋白 质 等 大 分 子 的 相对 分 子 质量 ; 

c 一 一 代表 以 克 / 升 为 单位 的 大 分 子 浓度 。 
应 用 (6. 2.4) 公 式 ,在 
恒温 下 测定 每 一 浓度 溶液 
的 渗透 压 ( 见 图 6-4), 以 
x/e 值 对 c 作 图 ,并 将 浓度 


l. 8 
外 推 到 0 , 即 1 Ë S 
. x RT “Z SS 
lim C M, — N 
(6.2-5) 内 他 B 外 侧 
由 x/c 纵 坐 标 上 的 截 距 可 (a) (t) 
求 得 相对 分 子 质量 。 一 些 图 6-4 渗透 床 力 装置 


浴 透 压 法 所 求 得 的 相对 分 (静态 理 : 利 用 波 柱 高 差 AH RRB i 

子 质量 列 于 表 6-3。 一 般 — (b) 动 态 型 :自动 调整 液 柱 差 至 小 珠 不 动 。 

对 于 相对 分 子 质量 在 

10000—150000 范围 的 和 蛋白质, 可 用 渗透 压 法 测定 其 相对 分 子 质量 。 
假设 溶质 的 相对 分 子 质量 并 不 均一 ,而 是 由 几 种 相对 分 子 质量 

不 同 的 组 元 组 成 混合 物 , 那 未 渗透 压 是 各 组 元 贡献 的 总 和 : 
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x 二 23: (6.2-6) 


n= RTe,/M. (6.2-7) 
于 是 
x = RT 2; c /M, 
= RT/[1/ 2 6/M) (6.2-8) 
再 用 总 溶质 浓度 习 a= c 同时 乘 以 分 子 和 分 母 得 
x 一 RTc/[ 2; 5/ 2 (c /M.)) (6.2-9) 
现 定义 数 均 摩尔 质量 (以 单位 体积 中 重量 表达 浓度 的 公式 ) 为 
M, = 2 9/ 2; (c /M) (6.2-10a) 
如 以 单位 体积 中 摩尔 n 或 分 子 数 N 表达 浓度 的 数 均 摩尔 质量 为 
M, = 2;niM/ 2 n (6.2-10b) 
= NM/ 2; Ni (6.2-10c) 
因此 zx 一 RTc/M, | (2.1-23) 
或 n/c = RT/M, + Bc (6.2-11) 


式 中 BB 一 一 代表 平均 维 里 系数 。 
(6.2-11) 式 表明 ,渗透 压 测定 的 相对 分 子 质 量 实际 上 是 非 均 一 大 分 
子 溶质 的 数 均 摩尔 质量 。 关 于 大 分 子 的 数 均 摩尔 质量 ,可 从 溶液 的 
任何 一 种 依赖 于 单位 体积 中 溶质 分 子 数 的 依 数 性 质 { 如 渗透 压 、 凝 固 
点 下 降 或 沸点 升 高 ) 的 测定 法 中 获得 信息 。 

表 6-3 渗透 压 法 获得 的 某 些 数 均 摩尔 质量 
M.《 数 均 摩尔 质量 ) 


归 白 蛋白 44600 
血红 和 蛋白 66500 
BE HR BS 156500 
隘 缩 酶 亚 基 42400 


直 链 淀粉 (各 种 样品 ) 
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32000 — 150000 


6.2.2 沉降 作用 与 超速 离心 法 

(一 ) 沉 降 系 数 

超速 离心 技术 的 发 展 使 生物 学 的 研究 进入 了 分 子 水 平 ,这 种 仪 
器 已 常规 地 用 于 大 分 子 物质 的 分 离 和 提纯 ,并 能 测定 它们 的 相对 分 
子 奈 量 和 和 分布 的 不 均一 性 。 暂 时 忽略 溶液 中 无 序 分 子 间 的 相互 作用 
之 复杂 情况 ,以 最 基本 原理 阐明 超速 旋转 的 离心 装置 中 溶质 分 子 的 
行为 ,它们 是 受到 三 种 作用 力 形 成 的 , 即 

(1) 深 质 分 子 受 到 一 个 离心 力 Ff., 它 正比 于 离心 装置 旋转 角 速 
度 (w, 单 位 rad/s) 的 平方 ,溶质 分 子 质 量 (m) 与 离 旋转 中 心 的 距离 
(的 乘积 (FE.= wrm)( 注 ;w= 2xrn= vw /r,n 为 图 数 /s, wv 为 线 速 
EF); 

(2) 溢 质 分 子 置换 了 一 些 溶液 而 产生 浮力 ,也 等 于 应 施 于 被 喷 换 
的 溶液 质量 (m。) 上 的 力 (F,= 一 wrm,); 

(3) 上 述 力 施 加 的 结果 ,使 溶质 分 子 以 速度 (u) 穿 过 溶液 运动 ,将 
受到 溶液 的 烙 滞 阻力 引起 的 摩擦 力 (Fi = - fu) ,f 是 摩擦 系数 ,于 是 
游 质 分 子 最 终 得 到 一 总 力 平衡 的 稳定 速度 , 即 

F.+F, +F+= 0 
wrm- wrm, -fu=0 (6.2-12) 
溶液 质量 m. 可 用 溶质 分 子 质 量 m( 克 ) 鞠 以 偏 比 容 (在 等 温 等 压 下 
的 大 量 系统 中 ,保持 其 它 组 分 量 不 变 而 只 加 入 1 克 i 溶质 时 所 引起 
系统 体积 改变 值 ), 再 乘 以 溶液 密度 (po) 积 (mo。= mvo) 代 替 ,所 以 
arm(1 — so) — fu= 0 (6.2-13) 
重 排 使 实验 可 测 得 的 数据 列 于 等 号 一 全, 而 另 一 侧 的 分 子 质量 m 3 
以 阿 佛 加 德 数 (L) 化 为 相对 分 子 质量 可 得 
MÜ Se) a s (6.2-14) 


Lf wT 
式 中 SS 一 一 代表 沉降 系数 ,单位 为 秒 ,1 x 10- 3 秒 称 1 Syedberg, 以 
大 写 S$ 标记, 是 沉降 速度 u 除 以 离心 场 强度 (ozzr) 的 实 
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验 测 定 值 。 

S 正比 于 相对 分 子 质 量 乘 浮力 因子 (1 一 v0), 反比 于 摩擦 系数 (f)。 

可 设想 原 洲 液 中 大 分 子 溶质 是 均匀 分 布 的 , 当 施 加 超速 离心 力 
时 ,溶质 大 分 子 立 即 辐 背 离 旋转 中 心 的 方 辐 运 动 而 形成 一 个 运动 着 
的 界面 ,于 是 可 根据 这 个 界面 运动 速度 来 计算 沉降 系数 。 以 计算 距 
旋转 中 心 的 半径 r, 随时 间 的 变化 定义 速度 u,BD 
dr 
dt 
积分 式 为 In nu =w S(t— Lt.) (6.2-16) 
式 中 nn(to) 一 一 代表 x, 时 界面 位 置 ; 

r (t) 一 一 代表 运动 至 + 时 的 界面 位 置 。 

若 以 intrm(tt)ntto)j 对 (t-~to) 作 图 , 便 可 从 斜率 aS 中 求 出 S. 

(二 ) 扩 散 系 数 

从 (6.2-14) 式 含有 摩擦 系数 f, 可 以 看 出 一 个 大 分 子 的 沉降 系数 
S 受 分 子 的 形状 和 大 小 的 影响 ,伸展 的 分 子 或 成 无 规 线 团 的 分 子 ,要 
比 相 对 分 子 质量 相同 的 紧密 形态 分 子 有 着 较 大 的 f 值 。 摩 撩 系数 还 
因 粘 性 而 变化 ,所 以 对 温度 亦 敏 感 。 由 于 RT/Lf = DD( 扩 散 系 数 ), 它 
受 溶质 浓度 影响 ,于 是 S 也 会 依赖 于 溶质 浓度 。 在 正常 情况 下 ,S 随 
浓度 增加 而 减少 。 一 般 还 务必 在 精确 控制 的 稳定 温度 下 实验 。 还 速 
的 扩散 可 以 造成 在 超速 离心 时 不 能 清晰 地 分 离 出 邻近 的 界面 。 扩 散 
系数 的 求 算 常 通 过 Fick 第 一 扩散 定律 : 


dn__ dc 
aa DA(1.2: (6.2-17) 


可 见 在 dt 的 时 间 内 ,通过 已 知 面积 A 的 物质 量 dn 与 该 物质 在 
系统 中 的 浓度 梯度 (dcydx), 呈 比 例 关 系 。 研 究 扩 向 的 方法 是 精心 地 
用 机 械 手 段 把 次 剂 铺 在 合 待 测 溶质 (例如 雪 馈 质 ) 的 溶液 上 (或 其 它 
方法 ) ,形成 一 清晰 的 界面 ( 即 t=0 时 ,此 处 作 原 点 x=0), 溶 质 浓度 
在 跨越 界面 时 是 突然 从 零 到 co 值 。 分 子 的 无 规则 布朗 运 动 使 溶质 
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= rS (6.2-15) 


了 二 


向 溶剂 层 逐 渐 渗 透 , 因 而 界面 变 得 模糊 ,最 终 完全 混和 。 在 研究 扩散 
的 实际 实验 操作 中 ,使 用 的 深 液 柱 十 分 长 ,所 以 可 假设 扩散 过 程 在 进 
行 中 ,其 顶部 和 底部 (x= + co 和 — co ) 的 溶液 浓度 仍 分 别 维持 在 零 和 
co 原始 浓度 ) 不 变 , 见 图 6-5 和 漠 面 弥散 的 有 曲线。 由 此 可 导 得 公式 的 
解 为 


图 6-5 自由 扩散 中 界面 弥散 过 程 
实 线 是 < 对 x 作 图 ,虚线 是 全 对 x EBI, FI JE z 时 弥散 成 钟 形 曲 线 的 高 度 ,其 面积 为 A 


C0 斌 上 (6.2-18) 
式 中 H 一 一 代表 钟 形 虚 曲线 的 高 度 ; 
Co 一 一 等 于 虚线 下 面积 A. 
于 是 可 得 
C, = | sya =A {6.2-19) 
(A/H)’ = 4xDt (6.2-20) 


当 扩 散 进 行 时 , 钟 形 曲线 下 的 面积 保持 不 变 而 高 度 却 不 断 地 减 小 。 
将 (A/H)* 对 + 作 图 ,直线 斜率 为 4rD, 所 以 通过 对 扩散 现象 的 观察 ， 
可 以 算出 扩散 系数 。 
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(三 ) 相 对 分 子 质量 的 求 算 

若 将 Lf=RT/D 关系 式 代入 (6.2.14) 式 ,并 以 待 测 相对 分 子 质 
量 的 溶质 密度 倒数 (1/p,) 代 替 偏 比 容 5, 便 可 得 溶质 的 相对 分 子 质 量 
计算 式 : 


NM = 请。 (6.2-21) 
以 沉降 系数 S 和 扩散 系数 D 算得 相对 分 子 质量 的 方法 称 作 S.D 法 ， 
由 此 计算 所 得 的 部 分 数据 列 于 表 6-4。 
表 64 一 些 蛋 扬 质 的 相对 分 子 质 量 
和 蛋白质 。” 等 电 点 (pD) 沉降 系数 (S) 扩散 系数 (Dx 10”) 相对 分 于 质量 


牛 心细 胞 色素 c 10.6 1.17 11.4 13370 
ry c Wr E 7.0 2.04 11.3 16900 
#FPR08082 SERS 一 2.54 9.5 23240 
BÉ? p. #LPR2E Ea = 2.9 7.5 37100 
人 血清 白 蛋 台 4.8 4.6 6.1 68500 
人 血红 蛋白 6.9 4.5 6.9 64500 
马 肝 过 氧化 氨 酶 5.6 11.3 4.1 247500 
思 豆 脲酶 5.1 18.6 3,46 482700 
人 血 纤 维 重 白 原 — 5.5 7.6 1. 98 339700 
鲍鱼 肌 球 蛋白 一 6.4 1.10 524800 
烟草 花 叶 病毒 = 198 0.46 40590000 


测定 相对 分 子 质 量 也 可 采用 沉降 平衡 法 ,该 法 是 以 适当 超 离 心 
速度 ( 低 于 沉降 实验 的 速度 ) 保 持 不 变 , 而 超 离心 沉降 产生 之 向 池 底 
运动 正好 与 扩散 所 产生 的 向 上 运动 相互 平衡 时 ,全 使 绰 已 质 分 子 的 
分 布 趋 于 恒定 。 假 定理 想 的 二 组 元 溶液 中 溶质 达 沉 降 平 衡 时 所 形成 
的 浓度 梯度 ,以 池 中 液 面 (a) 和 某 处 (r) 间 浓度 比 的 对 数 依 赖 于 ?的 
关系 式 为 

本 4 _w M1 vp)(r -a) (6. 2-22) 
cla) 2RT 
由 tnc(r) 对 这 作 图 , 仅 需 要 知道 9.p.T 和 w 等 , 便 可 求 算 相 对 分 子 质 
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量 M 。 如 果 在 理想 溶液 中 的 溶质 不 均一 ,每 种 相对 分 子 质量 的 溶质 
组 元 i 都 可 写 出 一 个 + 与 a 处 的 浓度 差 方程 ,n 种 组 元 的 总 和 式 即 得 


> Ca — ci(a)] = eL se) = - DM (6.2-23) 


为 了 方便 ， 假定 各 组 元 的 信 M s: Ç, A Gi 
(a) ] 便 分 别 为 沉降 平衡 时 r 处 界面 与 a 处 液 面 的 1 组 元 浓度 差 ,co 为 
i 组 元 在 深 液 中 的 原始 浓度 ,M 是 i 组 元 相对 分 子 质 量 ,n 种 组 元 溶 
质 浓 度 之 和 代表 溶质 总 浓度 [clr) — c(a)), TE: 
— = ts = z 了 于 2 2 aM (6.2-24) 
— Coi 
式 中 的 cjMi;/ 如 cw 由 于 cas 是 以 单位 体积 中 克 数 为 浓度 , 而 被 称 作 质 
均 相 对 分 子 质量 M,,。 表 明 公 式 可 在 确定 平衡 时 溶液 柱 两 端 (r 处 应 
用 扇形 池 底 部 b 处 代入 ) 间 浓度 差 被 原始 浓度 除 后 即 可 测 出 上 质 均 相 
对 分 子 质 量 M,,。 由 同样 数据 可 获得 2Z 均 相 对 分 子 质量 Mz , 即 
= 2 ca M / > coM. 
某 些 物质 通过 识 降 平衡 测定 的 结果 见 表 6-5. 
表 6-5 寺中 平衡 法 获得 的 某 些 相对 分 子 质量 
自 化 学 式 等 沉降 平衡 法 


F... 得 的 相对 分 子 质量 。 获得 的 相对 分 子 质量 
蔗糖 342.3 341.5 
核糖 核酸 酶 13683 13740 
T PS F 14305 14500 
胰 凝 乳 恒 白 酶 原 25767 25670 
305 大 肠 杆 菌 核糖 体 = 900000 


对 于 非 均 一 相对 分 于 质量 的 溶质 在 沉降 平衡 实验 中 之 情况 是 较 
复杂 的 ,溶质 各 组 元 i 会 发 生 重新 分 布 ,被 面 上 的 表 观 相对 分 子 质 量 ， 
随时 间 而 减 小 , 而 池 底 的 表 观 相对 分 子 质 量 将 增加 , 这 是 由 于 相对 分 
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子 质量 较 大 的 溶质 会 被 选择 性 地 从 液 面 下 沉 而 积 集 到 池 底 所 致 。 如 
浊 利 用 某 种 物质 (例如 芒 糖 或 甘油 ) 造 成 一 线性 浓度 梯度 ,然后 加 入 
大 分 子 溶液 进行 超速 离心 沉降 ,这 种 方法 称 密度 梯度 超速 离心 沉降 
法 。 该 法 的 分 离 分 辨 力 很 好 , 它 有 两 种 操作 技术 : 

(1) 在 开动 超速 离心 机 达 沉 降 平衡 之 前 , 先 造成 某 物质 的 浓度 梯 
度 ( 使 离心 管 底 部 密度 最 大 ) ,再 将 大 分 子 组 元 加 入 此 梯度 顶部 ,超速 
离心 达 平 衡 ; 

《2) 先 将 某 物 质 密度 沫 减 的 溶液 细心 地 铺 层 而 造成 一 密 关 梯 度 ， 
并 将 此 溶液 顶部 某 物质 还 稀 的 大 分 子 溶液 铺 在 此 梯度 溶液 上 面 , 随 
后 研究 大 分 子 物质 通过 该 梯度 的 沉降 过 程 。 

当 离 心 管 旋转 适当 长 时 间 后 ,大 分 子 即 按 其 相对 分 子 质量 大 小 
形成 的 各 组 分 分 层 。 存 在 某 物 质 密度 梯度 的 特点 是 使 溶液 在 离心 中 
新 的 一 定时 间 内 较 稳 定 , 不 会 马上 引起 大 分 子 分 层 分 布 受到 朱 混 ,最 
后 通过 在 离心 管 底 部 的 孔 ,分 别 细心 地 放出 分 层 的 各 个 组 分 ,收集 在 
不 同 试管 内 ,于 是 密度 梯度 超速 离心 沉降 法 不 仅 能 测定 沉降 系数 ,从 
而 计算 相对 分 子 质量 ,还 可 用 于 制备 性 分 离 。 

《四 ) 界 面 测定 技术 

定量 地 研究 扩散 、 沉 降 和 电泳 等 界面 移动 信息 ,需要 一 种 能 跟踪 
报告 界面 的 形状 和 位 置 的 变化 数据 而 不 会 干扰 系统 的 技术 。 最 广泛 
使 用 的 方法 几乎 总 是 以 光学 为 基础 。 

(1) 吸 收 光 学 系统 

此 法 是 利用 物质 会 吸收 区 的 特定 波段 , 且 与 浓度 有 关 , 由 此 便 可 
确定 一 溶质 在 样品 池 中 不 同位 置 的 浓度 。 在 绝 大 多 数 情况 下 是 使 用 
紫外 光 。 如 果 光 源 是 单 色 的 ,使 用 对 应 于 物质 特定 的 吸收 带 光 , 便 能 
独立 地 测定 两 种 或 两 种 以 上 溶质 的 浓度 及 其 形成 的 边界 。 通 常 ,其 
装置 如 图 6-6 所 示 。 

照相 底板 上 聚焦 成 池子 像 , 在 不 局 高 度 上 的 黑 庶 取 次 于 对 应 高 
度 上 能 通过 的 光量 。 用 光 密 度 计 扫 描 `『 照 相 底板 便 能 测量 黑 度 , 突变 
处 即 是 沉降 中 的 界面 。 但 是 底板 的 黑 度 是 随 曝光 时 间 、 显 影 和 底部 
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于 全 全 证 


样品 池 Yum 


图 6-6 吸收 光学 系统 ,照相 法 和 光 密度 计 示 足 


特性 以 及 溶液 的 光 密 度 改 变 而 变化 。 

(2) 暗 线 照 相 光 学 系统 

在 斌 究 沉 降 速 度 时 最 广泛 应 用 的 方法 是 暗 线 照 相 光 学 系统 。 基 
本 原理 是 平行 光 通 过 一 个 具有 折光 率 梯度 的 装 溶液 池子 即 产生 偏 
转 , 绝 大 部 分 偏转 发 生 在 梯度 最 陡 的 部 位 ( 即 界 面 区 偏转 角 最 大 ) , 参 
见 图 6-7。 圆 柱 形 透镜 将 有 和 斜 形 细 长 扎 的 聚焦 平面 已 上 所 形成 的 狭 
颖 像 聚焦 在 底板 z 方向 上 ( 仅 z 向 折 散 ) ,其 程度 正比 于 池 中 折光 率 
梯度 ,在 P 上 和 斜 形 狭 血 的 各 种 8 角 时 可 产生 各 上 暗 线 照相 像 。 


miw 


8 J 60° 0 近 90° 这 0" 


图 6-7 图 柱 形 透 镜 暗 线 照相 系统 


s" PG. 


暗 线 照 相 系 统 中 斜 形 狭 链 斜 放 的 作用 是 使 由 于 折射 率 而 偏离 最 
远 了 的 光线 能 通过 它 , 柄 柱 形 透 镜 又 把 平面 P 上 侧 偏 的 偏振 光 夷 焦 在 
底板 上 ,最终 侧身 偏转 的 光 在 底板 上 描绘 的 侧 向 偏转 图 形 依赖 于 池 
中 溶液 折光 率 梯度 和 狂 颖 斜 放 的 8 角度 (常用 一 金属 细 丝 代替 斜 狂 
颖 ,以 获得 亮 背景 上 产生 一 条 黑 线 )。 因 此 , 暗 线 照 相 系 统 可 广泛 地 
用 于 和 检验 界面 形状 ,但 当 池 中 溶液 浓度 小 于 每 毫 乔 数 毫 克 时 未 能 获 
得 精确 的 信息 。 

(3) 干 涉 重 度 光学 系统 

该 系统 装置 类 似 于 暗 线 照相 系统 ,图 6-8 所 示 的 瑞 利 干涉 仪 最 
常用 ,不 过 它 的 光源 狭 矣 转 90 度 ,与 池 轴 平行 放置 ,并 使 用 两 个 池 ， 
一 个 放 洲 剂 作 参考 液 , 另 一 个 池 有 溶液 -溶剂 界面 ,光线 分 别 经 两 池 
前 狭 妖 ( 一 般 是 一 对 狭 锋 ) ,会 产生 复杂 的 双 狂 颖 干涉 图 形 。 


图 6-8 ” 瑞 科 干涉 系统 简 图 


由 于 光 的 波动 偏 称 和 一 对 池子 在 不 同 高 度 上 产生 的 光 程 差 不 
辣 , 因 此 池 中 的 每 一 层 都 产生 各 自 的 干涉 图 形 , 并 都 在 案 焦 平面 P 
上 秋 加 ,形成 瑞 利 条 纹 , 每 条 条 纹 描绘 着 折光 率 与 距离 的 关系 ,从 干 
涉 图 形 亲 以 确定 边界 。 


6.3 处 度 法 信息 


上 述 讨 论 的 扩散 ,电泳 迁移 率 和 沉降 的 测试 提供 了 许多 有 关 溶 


+ 268 ， 


=" = 


液 中 大 分 子 的 大 小 .形状 各 大 人 恒 构 象 的 信息 。 为 进一步 了 解 更 多 大 
分 子 在 溶液 中 的 形态 , 常 在 研究 中 进行 了 粘度 测试 。 

6.3.1 粘度 的 基本 知识 

粘 灌 性 是 一 切 流体 所 共同 具有 的 一 种 物理 性 质 , 它 会 引起 流体 
流动 时 产生 阻力 ,该 阻力 可 由 粘度 来 度量 。 可 见 粘度 是 度量 流体 在 
流动 中 的 阻力 。 根 所 流体 力学 考察 ,在 两 块 很 大 (假定 是 无 限 的 ) 的 
平行 板 间 夹 着 一 种 液体 ,底部 一 块 板 是 静止 的 ,如 施加 应 变 切 力 将 y 
轴 上 面 的 另 一 块 家 ,以 恒 速 v 向 x 方 向 推动 (参见 傅 献 彩 等 所 编 ( 物 
理化 学 /)。 该 板 所 接触 的 无 限 薄 液 层 因 表面 作用 而 随 板 应 变 ,中 间 
各 液 层 因 下 层 对 上 层 流 动 发 生 阻 力 而 以 不 同 程度 彼此 少 动 , 则 引起 
了 层 流 ,于 是 被 体 受 到 形变 ,这 种 形变 称 为 切 变 。 倘 阁 纯 液体 中 掺 人 
分 散 物 (如 大 分 子 ) , 层 流 就 会 发 生变 化 ,虽然 分 散 物 粒子 受到 流体 的 
力 朝 同 一 方向 以 一 定 速度 移动 ,但 流体 的 运动 速度 遭 到 粒子 的 阻拦 
而 减 慢 ,表现 出 该 流体 的 粘度 增加 。 

任 一 点 切 应 变 定 义 为 dxydy, 而 切 变 应 力 (c) 定 义 为 在 x 方 向 上 
推动 顶板 的 力 (F) 除 以 与 流体 接触 的 板 面 积 (A), 假 定 同一 流 层 中 微 
粒 间 不 相互 作用 ,分 散 质 微粒 的 大 小 和 形状 不 会 因 流 体 的 层 流 而 发 
生变 化 ,这 种 和 牛顿 流 (Newtonian flow) 的 液体 切 变频 力 与 切 应 变 率 间 
的 关系 可 简单 表达 为 


s= E = q 8 (S) (6.3-1) 


或 =n (9) = ($) (6.3-2) 
式 中 “和 太一 -代表 粘 滞 系 数 。 
du, _ 


1 表示 补体 的 粘度 , 它 等 于 A=1 和 dy Í 时 所 必须 施加 的 推动 力 ， 


单位 常 以 泊 {poise) 表 示 ,1 消 即 为 1 克 * 厘 米 -!: 秒 -1, 若 换 为 SI 制 ， 
1iM=10 1 Ty. 3 $h 1. 
爱 因 斯 坦 首 先 指出 ,粘度 的 另 一 种 含意 是 流体 中 耗 散 率 的 度量 。 
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如 将 切 应 应 变 率 cu 乘 以 式 (6 3-1) 的 两 边 , 则 得 
Fdu, _ (zy; 


(6.3-3) 


式 中 ”Fau 一 一 代表 在 dt s 应 变 率 上 的 能 量 ,或 合 
流体 变形 所 作 的 功 (Se ) ; 
Ady 一 一 代表 流体 的 无 限 薄 层 体积 。- 
可 见 ,(6.3-3) 式 等 号 左边 代表 流体 单位 体积 能 量 的 耗 散 率 , 即 
S= (ay: (6.3-4) 
A.Einstein H f Why eE #Ë: 
By qap A (6.3-5) 


T 

式 中 aq 一 一 分 别 代表 溶剂 的 粘度 和 分 散 体系 的 实测 粘度 ; 

vx ”一 一 分 别 代表 一 次 项 和 二 次 项 的 爱 因 斯 坦 因子 ; 

$ ”一 一 代表 球形 胶 粒 所 占 溶液 总 体积 的 分 数 。 
已 经 证 明 刚性 球形 微粒 的 ,= 2.5, 对 于 长 圆 形 ( 蛋 型 ) 和 扁 圆 形 ( 铁 
饼 型 ) ,因子 ,是 它们 的 轴 比 之 函数 。 

在 极 稀 溶 液 中 的 $ 值 很 小 , 且 可 能 存在 的 溶质 粒子 间 的 相互 作 

用 影响 也 极 小 ,二 次 项 以 上 的 高 次 项 都 可 略 去 。 于 是 


A= 1+⁄ 6.3-6 
— ( ) 


实验 的 数据 验证 ,溶液 浓度 条 件 要 求 < 10 体积 % ,《6. 3-6) 公 式 是 正 
确 的 ,否则 便 会 产生 偏差 ,此 时 需要 保留 较 高 次 项 。 

当 $ 以 每 毫升 友 数 的 溶质 浓度 乘 以 篇 比 体积 v 代替 时 , (6. 3-5) 
式 可 写成 : 


1+wetr e+ (6.3-7) 
T 


精 沾 定律 表明 ,溶液 粘度 与 溶质 浓度 、 偏 比 体积 和 v 因子 轴 比 晓 数 所 
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描绘 的 形态 等 有 关 。 由 此 可 获得 它们 的 一 些 信息 。 
6.3.2 各 种 粘度 表示 法 与 相对 分 于 质量 有 关公 式 
当 大 分 子 化 合 物 加 人 纯 溶 剂 后 ,形成 的 称 溶 液 粘 度 (?) 总 是 比 纯 
溶剂 的 粘度 (7%,) 增 高 , 常 以 相对 粘度 六 来 表达 nn 之 比 ,于 是 (6.3- 
7) 表 示 为 
n = 1 tuvc + revic +: (6.3-8) 
如 果 将 溶液 对 溶剂 的 粘度 增 莉 (9 — a) x, Bl nf HES ieh SE w, 
来 表示 , 则 
ml ett (6.3-9) 
或 者 用 增 比 烙 度 市 ,与 浓度 c 之 比 来 表达 比 浓 烙 度 (nsp/c), 则 (6. 3-9) 
式 变 为 
Np/ C= w+ rv et (6.3-10) 
当 c—0 时 ,msyc 的 极限 秆 称 为 特性 炸 度 (或 固有 辣 度 ), 若 以 [中 符 
号 表示 ,由 (6.3-10) 式 便 可 得 到 
[让 = (6.3-11) 
天 是 
n c= [m] +rxve=[n) +k’ Dec (6.3-12) 
在 极 稀 的 溶液 情况 下 ,高 次 项 可 略 去 ,不 会 产生 大 的 仿 差 。 该 式 表明 
了 比 浓 粘 度 与 溶质 的 特性 精度 以 及 溶质 浓度 的 关系 。 当 溶质 在 各 种 
波 度 时 ,通过 测定 其 浴 液 的 粘度 ,并 外 推 到 nw/c 为 零 ( 无 限 稀释 的 情 
况 ) , 便 可 在 ww/c 对 < 作 图 的 延长 线 与 纵 坐 标 轴 的 截 距 上 获得 [1 
值 。[n] 的 单位 是 每 克 毫 升 。 特 性 粘度 [wj 是 几 种 粘度 表示 法 中 最 能 
反映 溶质 分 子 本 性 的 一 种 物理 量 。 
通过 相对 粘度 的 自然 对 数 与 浓度 之 比 , 也 可 得 到 男 一 个 与 特性 
粘度 有 关 的 公式。 因为 
um JUL 2 = i - ne + ++ .) (6.3-13) 


当 c-*0 I| 1 0 ES YK tk 328 , EK Ll 
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jn | 
lim —E= tim # = (n) (6.3-14) 


0 


在 此 也 可 以 得 到 ,相对 粘度 的 自然 对 数 与 浓度 c 之 比 和 溶质 特性 粘 
度 [1j 以 及 溶质 浓度 的 经 验 关 系 式 : 


h(n -p(y (6.3-15) 


从 2 对 c 作 图 也 可 街 一 直线 ,外 推 至 c-*0 的 纵 坐标 上 之 截 降 ,也 能 
求 得 [) 值 。 

上 述 (6.3-12) 和 和 (6. 3-15 ) 两 式 的 直线 ,外 推 至 c->0 时 ,应 交 于 
纵 坐标 的 同一 点 上 。 这 便 可 获得 较为 准确 的 {?] 值 。 

1953 年 Staudinger 提出 了 含 两 个 参数 (x,a) 的 方程 ,以 联系 特性 
粘度 [9 与 大 分 子 相 对 分 子 质量 的 关系 式 , 即 

[q] = M° (6.3-16) 

参数 «的 单位 与 [相同 。 对 于 大 分 子 链 可 自由 舒展 的 体系 a=1{ 有 


的 是 在 1 以 上 ), 对 于 乱 绕 成 线 团 的 大 分 子 体系 a= ,说 明 a 是 一 与 


分 子 形 态 有 关 的 数值 。 它 们 是 大 分 子 与 洲 剂 分 子 相 互 作 镍 的 信息 ， 
与 其 溶剂 大 分 子 本 性 .浓度 和 温度 等 紧密 相关 ,而 与 相对 分 子 质量 
近似 无 天 的 参数 ,可 由 实验 测 得 。 
《6.3-16) 公 式 可 用 于 测定 大 分 子 的 相对 分 子 质量 ,不 过 ,必须 使 
用 标准 样品 预先 测 得 (7] ,从 而 求 出 < 和 值 。 
6.3.3 粘 均 相对 分 子 质 量 的 测定 
毛细 管 粘 度 计 是 测量 深 液 和 深 放 粘度 可 达 精 度 非常 高 的 仪器 ， 
其 中 最 常用 而 又 简单 的 是 奥 氏 (Ostwald) 烙 度 计 。 当 液体 在 毛细 管 
粘 庆 计 内 因 重 力作 用 而 流出 一 定 体 积 所 需要 的 时 间 是 遵守 泊 击 叶 
{Poiseuille) 定 律 的 ,其 公式 为 
_ r thgo 
T gv 
式 中 Vv 一 一 代表 流 经 毛细 管 的 液体 体积 ; 
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(6.3-17) 


一 一 代表 毛细 管 半径 ; 
一 一 代表 渡 体 密度 ， 
一 一 代表 毛细 管 的 长 度 ; 
一 一 代表 液体 流下 一 定 体积 所 需 的 时 间 ; 
h 一 一 代表 作用 于 毛细 管内 液体 上 的 平均 液 柱 高 度 ， 
g 一 一 代表 重力 加 速 韶 。 
对 于 同一 支 烙 度 计 而 言 ,hr\l,V 是 恒定 的 常数 , 则 (6.3-17) 式 可 改 
写 为 


+ 


0=Kpt (6.3-18) 
在 稀 的 大 分 子 溶 液 下 进行 粘度 测定 ,溶液 的 密度 o 与 纯 溶 剂 的 a, 可 
近 亿 相同 , 则 效 液 的 相对 精度 为 
人 (6.3.19) 
根据 (6.3-19) 式 ,用 同一 毛细 管 粘度 计 , 分 别 测定 同 量 的 纯 溶 剂 
和 溶液 流出 相同 体积 V( 奥 氏 粘 度 计 标 记 的 上 线 至 下 线 的 体积 ) 所 需 
的 时 间 te 和 +t, 计算 出 六 和 加 ,然后 分 别 以 We 对 c 和 jin/yc 对 < 
作 图 ,外 推 至 c—0 时 和 间 交 维 坐 标 于 一 点 ,从 该 截 距 即 得 [9], 于 是 使 
用 (6. 3-16) 式 求 得 相对 分 子 质 量 。 
对 于 只 有 一 征 相对 分 子 质 量 分 布 的 大 分 子 , 由 粘度 法 所 求 出 的 
相对 分 子 质 量 称 作 粘 均 相对 分 子 质 量 (M, )。 一 般 , M, 数值 在 数 均 相 
对 分 子 质 量 和 质 均 相对 分 子 质量 之 间 。 由 于 


> ; 
lima = KM = KoaMs = Ke 5 š 
即 M = 2 Mi 时 .0M _ 2 Mz 
| ° >, Si 
21 nMet! ， 
= i /2 š 
M, may. j (6.3-20) 


式 中 n， 一 一 代表 按 相 对 分 子 质量 大 小 分 级 上 所 得 i 级 分 的 量 , 摩 
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尔 ; 
M, 一 一 代表 i 级 分 的 粘 均 相对 分 子 质量 。 

测定 相对 分 子 质量 的 粘度 法 对 温度 非常 敏感 ,这 就 需要 严格 控 
制 恒温 度 。 

马 氏 粘度 计 是 在 毛细 管 下 部 加 一 放空 泡 并 与 其 相连 接 的 旁 文 
管 , 当 液 体 自 储 球 经 放空 泡 , 毛 细 管 计量 泡 抽 至 缓冲 泡 后 ,让 连接 放 
空 泡 的 旁 支 管 接 通 大 气 , 使 放空 泡 中 的 液体 回流 而 落 人 储 泡 , 致 使 液 
柱 高 度 人 恒定, 避免 液 柱 造 成 误差 。 所 以 乌 针 粘度 计 是 在 奥 氏 粘度 计 
基础 上 所 和 作 的 改进 。 


6.4 级 收 光谱 和 辐射 的 发 身 


辐射 是 一 种 在 时 间 和 空间 上 作 正 藤 振 荡 的 电磁 场 , 它 能 以 一 定 
能 量 的 光子 微粒 与 其 它 物质 相互 作用 ,或 被 物质 吸收 或 又 转 以 一 些 
波长 进行 发 射 。 

6.4.1 了 豚 收 光谱 的 一 般 知识 

通常 ,分 子 处 于 一 定 的 能 级 上 ,以 一 简单 的 双 原 子 分 子 为 例 , 它 
的 能 量 首先 取决 于 电子 状态 , 即 电 
子 在 分 子 中 占有 的 某 一 套 组 态 轨 
道 ,对 某 一 给 定 的 组 态 ,能 量 还 依赖 
于 核 间 距离 ,如 图 6-9 所 示 , 每 一 个 
电子 组 态 ,分 子 具 有 一 组 许可 的 振动 
能 级 [图 6-9(A) 的 水 平 线 上 示意 ]。 
还 有 转动 能 量 也 是 量子 化 的 [图 6-9 
(A) 中 以 短线 画 出 少许 在 两 个 振动 
能 级 间 的 转动 能 级 ] ,相当 于 群集 在 ”图 69(A) 双 诛 子 分 子 的 能 级 
每 个 振动 能 上 间距 更 密集 的 谱 线 组 。 曲线 表示 两 个 电子 组 态 的 分 子 位 
用 简单 之 例 ,可 使 人 们 容易 理解 级 收 ”能 苹 核 间 蝶 的 丁 数 ,每 个 电子 织 太 
光谱 的 最 重要 特征 。 分 子 的 能 级 由 Ef fissa shd 
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迁 可 能 发 生 在 电子 能 级 、 振 动能 级 或 转动 能 级 之 间 , 随 之 需要 吸收 相 
应 的 能 量 [图 6-9(B)] , 即 选择 吸收 一 定 能 晤 的 光子 ,使 分 子 能 量 发 
生 相 应 许可 的 变化 而 引起 能 级 跃迁 。 生 物化 学 感 兴趣 的 物质 很 少 观 


察 到 它们 的 纯 转 动 光 谱 。 


光子 的 能 量 是 以 E= hy 表达 。 式 中 h 是 普 朗 克 常 数 (6. 626 x 
10 -3 焦耳 ' 秒 ) ,辐射 频率 vy 可 示 出 辐射 的 能 量 , 频率 是 以 光速 c 除 


以 波长 , 即 v= < ,单位 为 秒 -!。 于 是 波长 入 也 可 反映 出 辐射 的 能 
量 ,》 的 常用 单位 为 埃 (A= 10 8 厘米 )、 微 米 (= 10 5 38). 3808 38 
(ma =10 3680803 (nm = 10-? 米 ), 有 时 采用 波 数 (= T 408, 


通用 单位 是 (厘米 ) 71, 


41840 


微波 
"1 
| $e 0Kit |4- 184 
lO 红外 
PYP | #&zhR9Kyr 441. 84 Ë 
Ë i : Ey 
= 可 见 外 层 电子 1418.4 六 
学 "| 跃迁 
# 100| 里 外 = 
f 内 层 = 
| 电子 峰 迁 1 SABE 
10| ， 射线 


图 6-92(B3)》 电 融 流 能 量 与 夏 迁 对 应 


惜 助 光 谱 学 来 研究 生物 
物质 的 结构 及 其 功能 ,除了 利 
用 某 些 物质 在 接受 光子 能 量 
而 发 射 的 荧光 或 磷 光 之 外 , 通 
常 都 是 利用 它们 的 吸收 光谱 
来 推定 其 具有 的 基 团 ,并 结合 
基 团 的 化 学 反应 等 现象 来 研 
究 它 们 的 功能 。 往 往 为 了 维 
持 生物 分 子 的 整体 性 和 活性 ， 
就 在 溶液 中 进行 吸收 光谱 分 
析 。 在 稀 溶液 情况 下 , 光 的 吸 
收 过 程 可 以 服从 Beer-Lam- 
bert 定律 , 即 


p= oe ss 


式 中 T 一 一 代表 人 射 光 的 强度 ; 


I 一 一 代 兰 透 过 一 个 厚 为 4 厘米 内 会 湾 液 浓度 C 的 比 色 池 后 


的 光 强 度 ; 
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e 一 一 代表 消光 系数 。 
e 是 被 测 分 子 的 一 个 特性 常数 ,单位 随 c 的 单位 而 定 , 若 c 的 单位 为 
摩尔 / 升 , 它 则 是 升 :厘米 1: 摩尔 -i; 当 cc 的 单位 用 克 /100ml 时 , 它 
即 是 毫升 厘米- ' 克 ”的 百分率 。 分 光 光 麻 计 通常 可 直接 记录 1/1。 
x 100 的 百 分 透 过 率 (T% ) 或 吸光 度 A= log(16/D , 透 光度 了 的 负 对 
数 与 深 液 的 浓度 成 正比 , 册 
A= ~ logT=#cd (6.4.1) 

由 A 可 直接 获得 浓度 信息 。 

吸收 光谱 的 分 析 需 要 已 知 波长 的 单 色 光 , 光源 常用 氨 弧 灯 ,发 射 
范围 宽广 的 辐射 ,经 一 棱镜 或 光栅 单 色 仪 可 连续 调节 按 序 (自动 扫 
描 ) 选 出 质 需 波长 的 光束 ,通过 分 光 仪 分 列 成 两 部 分 光束 , 分别 透 过 
样品 池 和 对 照 池 (一 般 只 盛 深 剂 ) ,用 光电 倍增 管 测量 透 过 光 强 度 , 同 
步 记 录 了 作为 波长 和 函数 的 吸光 度 A。 

6.4.2 ”红外 吸收 光谱 

当 一 定 频 率 的 红外 轰 射 分 子 而 过 振动 频率 相同 的 基 团 时 , 便 会 
发 生 共振 , 光 能 通过 偶 极 和 矩 的 变化 而 传递 给 分 子 ,也 只 有 侦 极 矩 变化 
的 振动 才能 产生 共振 吸收 ,此 时 这 基 团 就 吸收 了 该 一 定 频率 的 红外 
光 ,分 子 也 由 原来 的 基态 振动 能 级 既 迁 到 较 高 的 激发 态 振动 能 级 。 
如 果 红 外 光 的 振动 频率 和 分 子 中 各 基 团 的 振动 频率 都 不 相同 ,红外 
光 就 不 被 吸收 。 

现 以 亚 甲 基 {( 一 CH 一) 为 例 , 图 6-10 表示 基 团 的 二 大 类 振动 形 
式 , 即 伸缩 振动 (对 称 伸缩 振动 与 不 对 称 伸缩 振动 }) 和 变形 振动 ,变形 
振动 又 可 分 为 面 内 变形 振动 { 前 式 摆动 与 面 内 摆动 ) 和 面 外 变形 振动 
( 面 上 上 下 下 摆动 与 面 上 下 扭曲 欣 动 )。 其 它 一 些 基 团 的 吸收 频率 区 
域 列 于 表 6-6 作 和 参考 。 
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S 838 3 


` 
34 6 tE 38 Wa 25) 
vs—=2853cm (s) 


n Š 
BC 2F je — 面 内 摆动 振动 
l468cm-!(m) # 720cm-! 


IB PF12258 27: 
1306—1303cm (ao) 1300cm (aO 


非 对 称 伸缩 振动 
vs 一 2926cmr1(s) 


` 
扭曲 变形 振动 


图 6-10 亚 甲 基 的 各 种 基本 振动 形式 


箭头 表示 纸 面 上 振动 ; w 表示 对 称 伸 缩 振动 频率 ; 


动 ; we 表示 不 对 称 伸缩 扎 动 频率 ; 


筷 和 台 表 示 季 直 纸 面 上 下 据 


*-CCH,>-, `4 n>4 时 ,4 会 出 现 720cem 1! 


吸收 几 。 括 导 中 s 表示 强 吸收 ;im 表示 中 强 吸 收 ;,w 表示 能 吸收 。 


3 6-6 


—OH(2FËE) 
一 OH( 缔 合 } 
一 NH; ,一 NH{ 游 离 ) 


3730 一 3300 
3520—3100 
3550— 3420 
3500—3100 
3310 —3200 
30 甸 一 3070 
3020 + 10 
2960 + 15 
2870 + 15 
2926 +5 
2850 +5 


一 些 基 国 的 红外 吸收 区 城 参 考 值 
吸收 波 数 (cm_!) | 振动 形式 


吸收 程度 


伸缩 振动 
伸缩 振动 
伸缩 振动 

伸缩 振动 

伸缩 振动 

伸缩 振动 

伸缩 振动 

不 对 称 伸缩 振动 
对 称 伸缩 振动 
不 对 称 伸缩 振动 
对 称 伸 缩 所 动 


` = mr r --—— ——— — A... Q 


2400 一 2100 
2310 一 2135 
2250 一 2150 

_ 1950 附近 
1690 一 1600 


1600.1580 
1500.1450 


1900 一 [550 
1600 —1500 
1300 一 上 【250 
1200 一 1040 
1650 —1560 


1380 附近 


1460 +10 
CO 羧基 中 ) 1300— 1000 
C 一 Cr 一 C 1150 — 1070 


—OH(835 F.) 
= CH; 

C— 

C——Br 

cI 

CH n>4 


续 表 


伸缩 据 动 | 中 等 885 
合身 振动 


伸缩 振动 

不 对 称 伸缩 振动 
对 称 伸缩 振动 
伸缩 振动 
变 角 振动 

对 称 变 第 振动 
变 角 振动 


中 等 


伸缩 振动 
伸缩 振动 
伸缩 振动 
面 外 变形 振动 
面 外 摇摆 
伸缩 振动 
伸缩 振动 
伸缩 振动 
面 内 摇 氛 


基 团 红外 吸收 光谱 的 特征 频率 是 与 分 子 结构 {或 构 型 ) 密 切 相 
关 。 例 如 , 基 团 C=--O 在 酯 类 分 子 中 的 特征 频率 (以 波 数 ， 表达) 为 
1760 一 1720 ;在 醛 类 中 = 1725— 1715; 在 酮 类 中 ， 为 1720 — 1705; 
在 斤 中 v= 1700cm -左右 ;在 腺 基 中 v=1720 一 1670; 在 酰 肢 类 中 ¿= 


. 278 ` 


R H 
1690~ 1620。 烯 烃 的 面 外 变形 振动 在 反 式 构 开 ` 中 5 
H R 
H 十 
990 一 970 ,而 顺 式 构 型 CC 中 在 690cm -1 附近 。 分 子 基 团 
R 

的 特征 频率 之 位 置 和 形状 还 受到 分 子 环境 的 影响 ,可 以 向 低 波 数 或 

人 们 研究 的 生物 化 学 物质 ,大 部 分 是 在 溶液 中 的 大 分 子 , 它 们 的 
吸收 光谱 常 具 有 复 染 性 而 使 人 难于 解析 ,然而 分 子 中 有 些 基 团 在 振 
动 跃 迁 上 呈现 出 特征 频率 ,可 以 帮助 人 们 摆脱 困境 。 通 过 可 识 辩 的 
这 些 红 外 光谱 带 , 能 获得 分 子 结构 方面 的 信息 。 例 如 ,许多 分 子 内 
—C= 0 基 团 具有 约 1700cm -的 伸缩 振动 吸收 峰 ,一 NH 基 团 有 
3400cm -1 左右 的 伸缩 振动 吸收 峰 。 

应 用 红外 光谱 分 析 生 物 物 质 时 常会 遇 到 严重 的 干扰 ,这 是 由 于 
水 分 子 所 引起 的 极 强烈 吸收 光谱 带 使 位 于 约 3400 和 1600cm-1 区 域 
处 的 吸收 峰 变 得 大 而 宽 , 以致 在 水 溶液 中 无 法 进行 研究 。 使 用 物质 
的 无 水 分 子 之 干 膜 进行 研究 ,或 者 以 D,O 为 溶剂 配制 溶液 可 使 溶剂 
的 吸收 区 移 至 不 太 令 人 感 兴趣 的 1200 和 2500cm-! 附 近 的 区 域 ,这 
样 恒 可 在 一 定 程度 上 避免 上述 和 的 干扰 。 

6.4.3 ”可见 与 紫外 琢 收 光谱 

能 量 较 低 的 外 层 价 电子 跃迁 通常 产生 的 分 子 吸收 光谱 在 可 风光 
频率 区 域 。 含 某 些 金属 离子 (特别 是 过 渡 元 素 ) 的 生物 化 合 物 , 例 如 
正 铁 血红 素 蛋 白质 在 可 见 光 区 域 中 有 强烈 而 宽 的 电子 跃迁 吸收 带 ， 
这 主要 是 由 于 具有 共 罗 双 键 的 正 铁 血红 案 基 团 引 起 的 。 还 有 含 大 的 
芳香 族 结构 和 共 斩 双 键 系 统 , 例 如 维生素 A 的 共 恩 双 键 结构 。 

在 近 紫 外 (波长 为 200 一 400 上 毫 微 米 ) 光 谱 区 域 ,许多 生物 物质 呈 
现 嘲 强烈 的 吸收 谱 带 ,这 些 常 是 由 于 小 的 芳香 族 和 和 杂 环 族 的 共 轿 环 
JÉ = 电子 相互 作用 所 引起 和 的。 例如 莱 基 丙 氮 酸 、 酷 氨 酸 和 色 氨 酸 等 
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芳香 族 氨基 酸 在 此 区 域 中 呈现 强烈 的 吸收 【( 见 图 6-11)。 重 白质 在 
280 毫 微米 区 域 中 的 吸收 大 多 数 都 是 由 于 这 些 残 基 的 存在 , 近 紫 外 


阿尔 消光 系数 EX10 ` 


波长 ¿(nm) 


图 6-11 pH=8 时 色 氨 酸 \ 栈 和 氮 酸 和 荆 基 丙 氨 酸 的 紫外 吸收 光谱 


吸收 的 性 质 仅 由 这 些 芳 香 族 氨 基 酸 含量 所 决定 。 所 有 叶 叭 和 嗜 啶 碱 
也 是 在 近 紫 外 区 域 中 有 强 吸 收 , 这 一 些 吸 收 带 大 致 上 都 对 应 于 芳香 
环 中 7 a T-EKIF 3 2 BE z" 轨道 (r-~>r* 唉 迁 ) 引 起 的 。 在 约 200my 
处 的 强 吸 收 带 是 肘 骨 架 本 身 的 电子 位 移 的 跃迁 , 它 还 伴 有 一 225my 
处 较 弱 的 吸收 带 。 在 180my 以 下 ,由 于 空气 中 的 吸收 ,还 有 水 分 
子 或 所 有 溶剂 引起 的 吸收 等 的 干扰 ,是 极 难 分 析 的 区 域 ,干燥 、 真 空 
是 排除 干扰 的 唯一 办 法 。 通 常 紫 外 光谱 只 分 析出 波长 在 200mp 以 
上 的 吸收 带 , 例如 , pH = 6 时 茶 基 丙 氨 屋 最 长 的 波长 吸收 带 在 
257mpls=200 升 " 硅 米 -1 摩尔“!); 酷 氨 酸 为 275mp(e = 1300 升 : 
厚 米 -摩尔 -1) 和 色 所 酸 为 280mp(e = 5000 升 :厘米 1. 摩尔 1!)。 
pH= 7 Bf -磷酸 腺 顺 叭 的 最 长 波长 吸收 带 在 239mp(e= 15000 升 ， 
厘米 -摩尔 -1)35 -磷酸 胞 喀 喧 在 271ma (= =9000 Jf ° J 3 -! + Bë 
尔 -1)35 -磷酸 尿 嗓 险 在 262mp(e= 10000 升 ' 厘 米 -: 摩 尔 -1)35 7- 
磷酸 乌 呆 叭 在 252my 处 (e= 14000 升 :厘米 !: 摩 尔 1)。 以 上 各 化 
合 物 在 200mgp 附近 处 还 有 其 它 强 吸 收 带 , 对 此 ,一 般 的 紫外 光谱 分 
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析 仪 是 很 难 扫描 获得 。 

6.4.4 荧光 和 磷 光 

分 子 吸 收 光 能 而 从 基态 激发 到 较 高 能 级 上 之 后 ,通常 能 重 是 以 
热 的 形式 在 不 引 人 关 注 下 传递 到 环境 中 { 引 起 丧 值 增加 ) ,不 过 在 有 
些 情 况 下 , 豚 收 光 能 的 分 子 能 再 辆 射 ,辐射 光 频 率 与 吸收 的 激励 光 频 
率 不 同 ,这 类 分 子 发 射 光 称 为 荧光 。 图 6-12 简介 了 一 种 物质 呈现 荧 
光 的 基本 原理 ,在 大 多 数 情况 下 光子 被 分 子 吸收 后 ,首先 产生 的 往往 
是 激发 电子 态 中 较 高 的 振动 态 。 

在 有 机 化 合 特 中 吸收 光子 后 ,最 常 出 现 的 分 子 基 态 到 激发 态 的 
HOT IKIEA ; 非 键 轨道 Cn) 上 的 一 个 电子 跳跃 至 反 键 的 =" 较 道 , 即 n 
一 x* 雅 迁 ,如 甲醛 的 揪 基 上 电子 跃迁 ;n>n* 跃迁 ,如 烯烃 中 的 电子 
EKZEÉ;n—o* (反刍 的 o 轨道 ) 贱 了 迁 和 o->o” 等。 

吸收 


荧光 


mW 


A 或 强度 


230 250 270 290 310 330 350 370 
波长 (mp) 
(b) 

图 6-12 

(人 成 键 电子 吸收 光子 ,产生 欧 光 ;bpb) 酯 气 酸 的 荧光 发 射 光 谱 与 其 吸收 光谱 

在 电子 激发 态 中 有 两 个 不 配对 电子 ,它们 分 别 占 据 不 同 的 轨道， 
如 果 这 两 个 电子 的 自 旋 平 行 , 自 旋 相 同 的 电子 相互 作用 会 彼此 排斥 ， 
这 种 电子 激发 态 通 常 称 作 三 线 态 ,以 工 表 示 ; 当 这 两 个 电子 处 于 自 
旋 不 同 的 反 平 行 状态 时 , 称 之 为 单线 态 ,以 S$ 表 示 。 同 样 的 电子 激发 
而 处 于 三 线 态 的 能 和 量 通常 是 低 于 单线 态 的 。 有 机 化 学 中 遇 到 的 分 于 
基态 几乎 都 是 单线 态 ( 全 部 电子 均 是 反 平 行 配对 ) ,即使 吸收 光子 而 
形成 激发 态 也 差不多 总 是 单线 态 的 。 
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激发 状态 的 转变 可 用 一 简 图 来 描 
写 ( 图 6-13)。 如 果 某 分 子 的 基态 (S。) 
吸收 一 个 光子 导致 激发 单线 态 (S) 或 
Sy) 的 形成 ( 实 线 第 头 )。 此 激发 单线 让 
态 可 以 有 多 种 类 型 的 途径 来 实现 其 转 
变 , 可 能 以 自 旋 允许 的 内 部 转变 (无 辐 
射 衰变 以 ~ 表示 ) 和 辐射 荧光 ( 即 
自 旋 允 许 的 辐射 衰变 以 -> 表示 ) 回 ”图 6-13 体系 状态 转变 简介 
复 到 基态 S,, 也 可 能 以 系 间 窜 晓 ( 自 旋 禁 阻 ,以 :nr 表示 ) 或 辐射 
磷 光 (以 一 .一 .一 > 表示 , 自 旋 禁 阻 } 等 途径 回复 到 S,。 激 发 状态 的 
变化 还 有 化 学 反应 和 能 量 传递 耗 散 的 其 它 途径 。 

由 于 带电 荷 的 电子 在 旋转 时 产生 了 磁 矩 ,与 电子 在 轨道 中 运动 
所 产生 的 磁场 相国 合 ( 自 旋 一 一 轨道 耦合 ) ,致使 自 旋 禁 阻 的 单线 态 
— £S S= BJ8K EK S PI $o 2 2E 

SER L. T SE KL IRS 8ETSS Wy Et 3bBilaj (2 10-2 
秒 ) 比 电子 激发 态 的 寿命 { 约 10-? 秒 ) 要 短 得 多 ,因此 激发 态 的 分 子 
于 再 发 射 之 前 有 充分 的 松弛 时 间 来 使 能 量 耗 散 而 降 到 最 低 的 振动 能 
级 。 于 是 就 有 两 种 情况 :(1) 全 部 激发 能 均 由 于 松弛 (例如 振动 弛 瑰 ) 
而 耗 散 ,并 以 无 辐射 方式 丧失 ;(2) 可 能 以 热 的 形式 耗 散 部 分 激发 能 ， 
使 分 子 降 到 激发 态 的 最 低 振动 能 级 ,然后 再 辐射 频率 低 于 激发 光 的 
荧光 ,由 降 到 基态 的 各 个 振动 能 级 的 相对 概率 取决 于 荧光 谱 形 。 荧 
光 光 谱 也 能 作为 一 种 化 合 物 ( 或 发 色 团 ) 的 特征 指 印 而 用 于 分 析 鉴 
定 。 

如 果 使 用 偏振 光 , 光 的 偏振 方向 与 获 迁 偶 极 矩 ( 极 接近 于 吸收 光 
时 发 生 的 电荷 位 移 ) 呈 6 角 ( 见 图 6-14) ,表示 电磁 波 振幅 的 矢量 下 在 
终 迁 矩 方向 中 的 投影 正比 于 cos ,所 吸收 的 能 量 将 正比 于 振幅 强 
HE, XT SEKILEEHL O 角 之 偏振 方向 的 光 , 其 消光 系数 & 与 平行 于 
跃迁 矩 的 偏振 方向 光 之 消光 系数 ej 的 比值 为 

eg/ | = cos?8 (6.4-2) 


So 


2 


当 8=90" 时 , 88 = 0, 分 子 中 
E fP 所 含 发 色 团 到 问 使 跃迁 和 拢 


%“ *4 T 36 9 8 88 3r a 1, 
”偏振 的 激发 光 最 可 能 被 吸 
收 。 如 果 在 光 吸 收 至 发 身 


荧光 约 10 一 秒 ( 激 发 态 电 

图 6-14 JP618383D 5) #igKTE B 8) [B] 9 夹 角 + r) sü 8 K: — Ui BJ [8] 

内 分 子 的 转动 未 呈现 ,此 时 的 发 射 光 也 将 是 偏振 的 。 但 因 布 朗 运 动 

(包含 布 识 转 动 ) 的 存在 ,通常 会 产生 某 种 消 偏振 作用 。 这 种 消 偏 振 

作用 可 用 于 度量 布朗 运动 的 速率 ,从 而 获得 带 有 发 色 团 分 子 的 大 小 
与 不 对 称 性 的 信息 。 

以 起 偏振 器 的 检测 装置 测量 持续 时 间 极 短 ( 约 10“ 秒 ) 的 光 脉 
冲 照射 后 的 荧光 发 射 ,可 将 偏振 平行 于 人 射 脉冲 的 发 射 光 强度 (IT1 ) 
与 偏振 垂直 于 人 射 脉冲 的 发 射 光 强人 Li ) 相 比较 。 发 射 的 各 向 异性 
(A) 定 义 为 

A= {I -11 DA +21) (6.4-3) 
发 射 光 的 分 子 有 更 多 时 间 来 转动 ,各 向 异性 A 会 随时 间 指 数 地 衰 
pk. E| 
A(t) = Ae au (6.4-4) 
式 中 pg 一 代表 转动 松弛 时 间 
由 于 该 方法 可 以 测 得 很 短 的 松弛 时 间 , 所 议 已 成 为 探测 分 子 结 构 变 
化 的 新 工具 。 

发 射 荧 光 的 发 色 团 与 光 吸 收 的 基 团 并 不 一 定 是 同一 个 ,在 适当 
情况 下 激发 能 可 以 从 一 个 发 色 团 转移 到 其 它 的 发 色 团 ,例如 光 激 发 
发 生 在 苯 基 琴 氨 酸 或 酷 气 酸 中 ,而 观察 到 的 欧 光 是 由 色 氨 酸 发 射 的 。 
因为 色 氨 酸 的 激发 态 与 葵 基 丙 氨 酸 或 酷 气 酸 的 比较 ,其 能 级 是 最 低 
的 (了 吸收 波长 是 最 长 的 ), 于 是 激发 能 可 转移 给 色 毛 酸 。 

辐射 磷 光 也 是 消 激发 的 一 种 方式 ,在 发 射 嫌 光 前 ,激发 分 子 S— 
T 系 间 帘 有 菊 转 成 较 长 寿命 的 激发 三 线 态 , 这 种 激发 单线 态 转 变 为 激 
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发 三 线 态 和 激发 三 线 态 辐射 磷 光 后 转变 为 基态 单线 态 的 跃迁 ,在 量 
子 力学 的 选择 法 则 中 是 禁止 的 ,实际 上 也 就 是 说 这 种 转变 的 速率 非 
常 低 。 在 室温 时 系 间 窜 暑 的 无 辐射 衰变 比 磅 光 发 射 的 可 能 性 大 得 
多 ,所 以 磷 光 经 常 是 在 很 低 的 温度 场合 下 才 观 察 到 ,三 线 态 的 辐射 寿 
命 较 长 ( 约 10 一 一 10 ? 秒 )。 现 已 确认 磷 光 是 三 线 态 的 性 质 ,但 观察 
磷 光 的 实验 条 件 较 苛 蓝 ,杂质 的 猴 灭 作用 特别 敏感 ,在 全 氟 化 碳 高 纯 
溶剂 中 ,对 流动 溶液 中 的 磷 光 可 有 效 地 进行 观察 。 大 部 分 的 观察 是 
在 刚性 玻璃 溶液 中 进行 的 ,一 般 是 以 有 机 溶剂 欧 混 合 物 (例如 乙醚 、 
蜡 戊 烷 、 乙 醇 ) 在 77K 使 之 成 为 玻璃 体 ,在 室温 下 可 用 有 机 塑料 或 硼 
酸 和 其 它 无 机 玻璃 的 熔融 体 。 


6.5 磁 共 振 方 法 


研究 生物 物质 及 其 过 程 时 磁 共 振 方法 也 已 变 得 很 重要 了 , 磁 共 
振 方 法 有 两 种 技术 手段 , 即 电子 顺 磁 共振 和 核磁 共振 。 一 个 自 旋 着 
的 带电 粒子 具有 一 磁 偶 极 矩 ,这 可 用 一 个 沿 着 自 旋 轴 的 矢 重 来 描写 。 
由 于 自 旋 是 量子 化 的 , 磁 矩 也 需 用 自 旋 晤 子 数 来 度量 ,只 可 能 有 某 些 
值 。 如 果 一 个 粒子 具有 非 零 自 旋 , 它 将 与 外 加 磁场 相互 作用 。 相 对 
于 场 , 自 旋 矢 量 只 能 取 某 些 量子 力学 规则 所 人 允许 的 取 回 ,这 些 在 场 中 
的 不 同 取 向 相当 于 不 同 的 能 级 。 

6.5.1 电子 顺 磁 共振 

当 物 质 中 含有 未 成 对 电子 时 ， 便 有 净 的 电子 自 旋 和 相应 应 的 磁 扼 ， 
在 外 磁场 中 可 导致 电子 磁 共 振 现 象 ,一 般 称 作为 “电子 顺 磁 共振 ( 简 
记 EPR) 或 “电子 自 旋 共振 ”( 简 记 ESR)。 顺 磁 共 振 谱 可 广泛 应 用 于 
研究 有 机 自由 基 \、 过 渡 元 素 络 合 物 (如 过 渡 族 金属 蛋白 质 ) 等 在 新 陈 
代谢 中 的 作用 。 

假定 物质 中 一 个 不 配对 电子 与 其 它 电子 或 核 没 有 磁 的 相互 作 
用 , 它 的 自 旋 矢量 在 外 加 磁场 强度 H 中 有 两 个 允许 的 取 问 ,相应 地 
产生 两 个 磁 能 级 ,能 量 接近 于 + pH 和 - PHy, n, = eh/4rme 
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(=0.9274X10-“ 焦 耳 / 高 斯 ), 称 为 波 尔 磁 子 。 发 现 符合 共振 条 件 


市 在 这 酚 能 级 闻 工 迁 时 吸收 的 能 量 是 
hv= 2.0023xoH (6.5-1) 
或 y= g(eh/4x=mc)(H/h) (6.5-2) 


式 中 e 一 一 代表 电荷 ; 
h 一 一 代表 普 朗 克 常 数 ; 
m 一 一 代表 质量 ， 
c 一 一 代表 光速 ; 
g 一 -代表 分 裂 因 子 , 对 于 只 有 身 旋 角 动 量 的 自由 电子 , 它 
就 是 朗 德 因子 (实验 证 实 g=2.0023)。 
当 电 子 参与 原子 或 分 子 中 成 键 时 其 g 值 并 非 就 是 2.0023, 它 会 有 一 
定 变 化 。 从 峰 位 或 g 值 变化 可 以 研究 化 学 键 的 本 性 以 及 化 学 环境 的 
影响 。 
实际 上 ,由 于 电子 与 其 它 电 子 和 核发 生 磁 相互 作用 而 复杂 化 ,可 
以 使 ESR 谱 发 生 超 精 细 分 刹 。 例 如 图 6-15 所 示 的 钢 - 伴 白 蛋 日 络 合 
物 的 电子 顺 磁 共振 谱 。 图 中 左边 谱 线 是 d 电子 与 网 目 旋 核 相 互 作用 
Ty 32 n 4 个 小 峰 ,g 的 平均 值 为 2.30; 右 谱 线 是 由 于 与 N 配合 
基 相 互 作用 产生 的 。 | 
6.5.2 核磁 共振 [NMR) 
核磁 共振 在 生物 化 学 领域 的 研究 中 也 得 到 了 应 用 , 和 它 限 于 研究 
自 旋 不 等 于 零 的 核 , 核 的 运动 也 
不 是 孤立 的 , 均 与 核 外 电子 、 周 围 
环境 的 原子 和 分 子 有 相互 作用 ， 
由 此 表现 出 来 的 核磁 共振 谱 可 提 
殿 物 贰 的 化 学 结构 和 有 反应 过 程 的 
信息 。 
随 着 原子 序数 和 和 核 的 同位 素 C( 高 斯 
压 量 值 的 不 同 , 自 旋 量子 数 | 可 f 
图 6-15 铜 - 伴 凰 蛋白 络 合 物 的 FSR 谱 


FSB: 


3 一 2.00 


取 半 整数 或 整数 值 ,例如 {H(I= 到 )3D(i =1) HN(I=1) 8O(I= 
2).Ëcüa= T) 淖 P(L= 寺 ) 和 #F(I= 二) 等 。 含 有 质子 的 共振 谱 做 


得 最 多 。 其 它 稳定 核 在 自然 界 并 不 丰富 ,特殊 需要 利用 它们 的 信和 号 
以 检测 物质 核磁 共振 时 ,就 必需 人 工 加 浓 。 质 量 数 和 原子 序数 都 是 
偶数 时 1=0, 这 类 核 不 发 生 核磁 共振 ,例如 C(I1=0) 和 #8O(1=0)。 

具有 自 旋 量 子 数 120 的 原子 核 有 一 定 的 角 动 量 Pl、 核 磁 矩 pI 
和 [tT 沿 磁 场 的 分 量 HZ: 即 


Pi= /I(I+D>- (6.5-3) 
pi=vP1=gr VICI+1)Bn (6.5-4) 
HIZ= vPiz = zimiB, (6.5-5) 
式 中 ”mr 一 一 代表 磁 量 子 数 ; 
gr — DAS; 
B, 一 一 代表 核磁 子 ; 
vy 一 一 代表 磁 旋 比 。 


其 中 mi 只 能 到 11,1- 1,I~2,…, 一 1 等 共 21+1 个 值 ; 对 于 质子 gr 
等 于 5.586;B, = eh/4rMoc= 5.0504 x 10-3 焦耳 /高 斯 (M， 为 质子 
质量 ); 因 核 带 正 电 , 良 应 为 正 值 , 它 是 度量 原子 核磁 矩 的 单位 ;7yr 是 
核 的 磁 矩 和 自 旋 角 动量 之 比 


= Ë ==B./2: (6.5-6) 


当 一 个 原子 核 被 置 于 磁场 H. 中 ,其 磁 矩 ur 与 B, 间 相互 作用 会 产生 
不 同 的 量子 化 磁 能 级 。 
Pu 三 - gmiH;B, (6.5-7) 
对 于 I= 098, pinmiH(I= 二), 则 m = 8-1 Em 
差 与 磁场 强度 H, 成 正比 。 在 磁场 中 原子 核 受到 不 同 能 量 (hv) 的 电 
磁 波 辐射 后 , 即 按 
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AE= hv= gH, (6. 5-8) 
条 件 (选择 规则 Am = +1), 可 从 基态 (mi = 去) 跃迁 到 较 高 的 能 级 


《mi= - 方 ) 导 致 产生 核磁 共振 吸收 谱 。 大 多 数 会 C, 开 .O 三 元 素 的 


有 机 化 合 物 ,都 是 研究 1!H 或 其 同位 素 ?D 的 核磁 共振 以 推定 该 化 合 
物 的 结构 。 参 见 图 6-16 了 呆 哈 在 0.8M 水 溶液 中 的 核 勤 共振 庶 ( 实 验 
中 常 以 重水 DO 483). 

核 与 其 周围 环境 的 相互 作用 ,产生 一 些 可 借 此 推定 结构 的 重要 
效应 。 例 如 对 于 实际 化 合 物 中 相同 的 所 原子 核 ,由 于 其 周围 的 电子 
环境 不 一 样 而 使 氨 原 子 核 外 围 电子 在 外 加 磁场 H, 感应 下 ,产生 不 
同 的 对 抗 磁场 ,导致 不 同 的 屏蔽 效应 ,使 原子 核实 际 所 需 共振 吸收 能 
量 (或 相应 的 磁场 强度 ) 将 以 不 同 程度 地 位 移 。 所 以 同一 化 合 物 之 
中 ,各 种 不 同 环境 的 氨 原 子 核 或 不 | 
同化 合 物 中 的 氨 原 子 核 的 共振 频率 Ne ` 
具有 一 定 差异 ,具体 数值 与 该 质子 所 or Ya 
在 处 的 化 学 结构 有 关 。 若 固定 电磁 He aT sN 
波 频 率 ,质子 受到 较 大 的 屏蔽 作用 ， i: 
iS ZF £k25 00 #E8236 Far e tl88 ; 
如 果 固 定 外 加 磁场 强度 , 则 会 在 较 低 
的 照射 频率 下 共振 。 以 下 公式 定性 
地 说 明 此 关系 : 

AE= hy= giB.(1 — a)H, 


CHaC!l H; 
tH H H. 


" 


(6.5-9) O 51 6470 
式 中 6 一 一 代表 屏蔽 常数 。 图 6-16 嗓 叭 在 0.8M 水 溶液 中 的 
这 种 因原 子 核 的 物理 化 学 环境 不 同 ， 核磁 共振 诺 


而 产生 的 共振 吸收 谱 峰 的 化 学 位 移 ， 。 各 宙 外 加 克 沁 ,Ge 的 村 了 为 
可 作为 推测 化 学 结构 的 依据 。 图 6。 Sun 位 和 第 6 位 质 于 的 共振 明 


17 是 高 分 辩 率 的 乙醇 核磁 共振 谱 。 位 的 N 一 H 上 质子 末 出 现 
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为 使 所 测定 的 数据 精确 可 靠 , 仪 器 性 能 和 测试 方法 上 已 作 了 一 些 改 
善 措施 。 但 大 分 子 的 核磁 共振 谱 十 分 复杂 。 | 

考虑 各 种 基 团 上 质子 共振 峰 的 化 学 位 移 ( 8 ) 时 , 必须 选择 某 一 
物质 的 共振 峰 作 为 标准 , 现 国际 化 学 协会 建议 统一 以 (CHs)4Si( 简称 
TMS) 参 考 物 作为 标准 ,其 标准 吸收 峰 为 零 , 向 左 为 正 值 。 而 一 般 化 


mG (38: PF. BT > 


图 6-17 乙醇 (加 痕 量 酸 ) 的 NMR j# 
(高 分 辩 率 一 1/107) 
合 物 质子 共振 峰 都 出 现在 右边 ,所 以 5 为 负 值 。 化 学 位 移 定 义 为 : 


6 = Wë WE 106 — His — His x 105(ppm) (6.5-10) 
y 标 准 下 标准 
$ {化 学 位 移 ) 是 一 无 因 次 的 量 ,ppm 为 百 万 分 之 一 的 缩写 。 
值得 注意 ,1960 年 以 前 的 文献 大 多 采用 其 它 参 考 物 作 标 准 ,如 


荃 , 环 已 烷 、 氢 仿 、 水 等 ,所 得 的 6 值 是 各 有 不 同 的 ,另外 6 的 符号 在 
图 表 时 可 能 被 删 去 。 


6.6 旋光 光谱 与 圆 二 色 性 


螺旋 状 或 多 层次 折 肥 状 结构 的 存在 是 各 类 生物 聚合 物 具 有 的 特 
定之 一 。 例 如 a 螺旋 或 8 折 秋 构象 的 多 肽 和 蛋白 质 , 单 股 . 双 股 和 三 
股 螺旋 构象 的 聚 核 普 酸 ,以 及 螺旋 构象 的 多 糖 类 等 分 子 不 对 称 性 ,对 
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它们 具有 的 生物 功能 至 关 重 要 。 在 生物 聚合 物 中 检测 这 种 结 格 及 其 
具有 量 , 对 了 解 这 些 聚 合 物 分 子 的 作用 有 重要 意义 。 借 助 旋光 色散 
和 俩 二 色 性 技术 可 以 测定 生物 物质 分 子 链 盘 曲 折 仪 的 二 级 结 梅 。 

6.6.1 光 的 旋光 (色散 ) 性 与 贺 二 色 性 之 基本 知识 

电磁 波 是 横 波 ,其 呈现 的 电场 和 磁场 矢量 或 振动 方 网 总 是 互相 
垂直 的 ,并 与 电磁 波 传播 方向 相 事 和 坪 直 。 图 6-18 以 外 部 参考 系统 表 
征 平面 偏振 情况 , 若 电磁 波 褒 > 轴 为 传播 方向 , 则 电场 天 量 指 句 = 
轴 而 磁场 矢量 指向 y 方向 ,这 些 场 矢量 随 传 播 方 加 在 x 轴 上 潜 一 点 
以 频率 vy 振荡 。 这 种 E 只 具有 唯一 方向 振动 的 光 称 作 平 画 偏 振 光 ， 
而 五 矢量 ( z 连 ) 和 传播 方向 ( > 轴 ) 所 形成 的 平面 或 以 H XE z 
轴 所 形成 的 平面 , 称 作 偏 振 光 的 储 振 面 。 


图 6-18 
(8) 平面 偏振 辆 射 和 (b) 通 常 自然光 


通常 自然 光 是 由 具有 垂直 于 光波 和 传播 方向 的 电场 矢量 下 ,在 一 
切 振 动 方向 形成 所 有 偏振 面 合 成 的 。 当 它 通过 上 其 有 双 折 射 性 品 体 
(例如 CaCO; 冰晶 石 ) 后 ,会 产生 传播 方向 不 同 而 电场 五 都 只 在 一 个 
方 癌 上 振动 的 两 条 平面 偏振 光线 。 

电磁 波 可 用 其 电场 (和 磁场 ) 的 振幅 和 方向 (相位 ) 来 表征 。 一 条 
振幅 a。 ,位 相 oat ( o 为 角速度 ) 的 平面 偏振 光 表 示 为 : 
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E = OA = a, cos ot (6.6-1) 
可 视 为 是 周期 和 振幅 > 都 相同 ,而 旋转 方向 相反 ( 即 一 向 右 和 一 向 
左 ) 的 两 个 圆 偏 振 光 所 合成 的 ,而 圆 偏振 光 又 可 看 作 在 x 轴 上 任 一 
点 电 矢 量 是 牌 直 于 此 轴 的 平面 中 旋转 (每 秒 vy J) , 电 矢 量 的 点 运动 
是 螺旋 形 的 , 它 在 x 轴 方 向 传播 速度 为 c = Av (波长 入 相当 于 完整 地 
旋转 一 周 ), 参 见 图 6-19。 面 对 光 的 传播 方向 x 轴 [ 在 图 6-19(b) 中 
垂直 纸 面 ], 顺 时 针 方向 螺旋 的 称 右 旋 圆 偏振 光 ; 闭 时 针 方 向 的 称 为 
左旋 圆 偏振 光 。 原 来 偏振 面 为 A4 “的 平面 偏振 光 , 在 任何 时 间 t+ 都 
可 看 作 是 振幅 相等 的 左旋 和 右 旋 圆 偏振 波 组 合 起 来 的 , 即 左 右 两 个 
加 偏振 分 量 之 和 。 

当 偏 振 光 照射 具有 旋光 性 物质 时 ,由 于 旋光 物质 对 振幅 相等 的 
左右 圆 偏振 波 标志 色散 大 小 的 折射 率 不 同 , 使 两 者 的 传播 速度 vy! 和 
vR 不 一 样 。 例 如 , 左 贺 偏光 yt 小 于 右 图 偏振 光 yr ,所 以 通过 旋光 物 
质 溶液 后 , 左 圆 偏振 光 的 位 相 要 比 右 贺 偏振 光 的 落后 些 , 即 圆 偏 振 光 
的 电 向 量 往 右 转 过 的 角度 ,将 会 大 于 左 圆 偏振 光电 向 量 往 左 转 过 的 
角度 ,参见 图 6-20(a)。 因 此 合成 的 平面 偏振 光 净 向 右 旋转 了 一 个 a 


角 , 称 该 物质 具有 右 旋 性 质 。 
A 
sq 
qÉ 


(b) 


EH 6-19 
(a) 圆 偏振 光 与 (b) 等 同 的 两 条 圆 侦 振 光合 成 在 AA. 一 个 方向 上 电场 下 振动 的 平面 篇 振 
光 


通常 称 物 质 透 射 光 偏振 面 发 生 改变 为 旋光 ,偏振 面 改变 的 角度 


. 290 。 


图 :6-20 
(a) 右 族 性 物质 两 圆 慷 振 的 合成 ;tb) 椭 回 妃 振 


称 为 旋光 度 ,通过 厚度 1 x 10 3m 浓度 1kg/m x 10 “旋光 物质 的 溶 
液 时 产生 的 旋光 度 称 旋 光 率 。 旋 光 率 随 平面 偏振 光波 长 改变 而 产生 
的 变化 即 为 旋光 色散 ,其 曲线 即 旋光 色散 光谱 。 

倘若 平面 偏振 光 申 射 物质 而 相互 作用 后 ,对 于 左旋 积 右 旋 贺 偏 
振 光 能 量 的 吸收 程度 不 同 ,会 导致 左右 旋 贺 偏振 光 的 能 量变 化 或 振 
I R 和 ， 也 不 相同 。 两 个 振幅 不 相等 , 且 沿 左右 相反 方向 螺旋 运动 
的 圆 偏振 光 经 组 合 后 ,其 电 疝 量 E 形成 椭圆 偏振 ,参见 图 6-20(b)。 
可 见 ,椭圆 偏振 光 是 由 于 左右 圆 偏 振 光 被 吸收 的 程度 差异 ( 即 左右 
偏振 光 吸 收 系数 er 和 er 不 同 ) 而 引起 的 ,这 种 现象 被 称 作 圆 二 色 
性 ,于 是 旋光 物质 对 左右 圆 偏振 光 的 消光 系数 之 差 Ae = eL 一 er 就 
表达 了 圆 二 色 性 。 

概括 地 说 , 当 平面 售 振 光照 射 物质 时 ,左旋 和 右 旋 圆 偏振 光 的 传 
播 速 度 不 同 (标志 色散 的 折射 宰 nt 和 ne 大 小 不 同 所 引起 的 ) 导致 
旋光 现象 ;两 者 的 被 吸收 程度 ( 即 吸收 系数 sr 和 ek) 不同 导致 圆 一 
色 性 现象 。 它 们 的 电 向 量 E 有 规则 地 旋转 而 分 别 描写 成 左 (或 右 ) 
旋 或 者 椭圆。 
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6.6.2 旋光 现象 和 图 二 色 性 的 表征 

假定 平面 偏振 光 进 入 具有 旋光 性 物质 内 深度 为 / 的 某 一 点 时 ， 
左右 圆 偏振 光合 成 的 平面 偏振 光 旋 转 了 一 个 角度 xf 例如 图 6-20 
(a)] , 右 旋 的 给 予 正 号 ,左旋 的 给 予 负 号 , 它 与 物质 折射 率 的 关系 为 


a= Pm wm)= (er nr ) (6.6-2) 


式 中 ;一 一 代表 真空 中 波长 。 
在 指定 波长 和 和 温度 T 时 ,物质 的 旋光 性 质 可 用 比 旋光 度 ( 或 称 旋光 
率 ) 表 示 , 即 
T 

[zc 这 = 六 (6.6-3) 
引入 密度 p 之 目的 是 为 了 消除 热膨胀 引起 a/i 对 温度 的 依赖 性 。 在 
溶液 状态 进行 实验 时 ,溶质 的 比 旋 光度 (或 旋光 率 [ a 此 ) 和 摩尔 旋 
光度 [ mr“] 通 常 分 别 以 下 式 表 达 : 
100c 了 


[a (6.6-4) 
和 [m”) = [aa] = Ka 
MI 
= ( 度 ' 米 摩尔: A 103) (6.6-5a) 
或 [m] = [an = [eÉ (6.65b) 


式 中 ”of 一 一 代表 观察 到 的 旋光 ( 度 ); 
上 一 一 代表 样品 管 的 长 度 [ 以 米 x10-!{10 厘米 ) 为 单位 ]; 
c 代表 以 kg/ 米 ， x10- 表 示 的 溶质 浓度 ; 
M 一 一 代表 溶质 相对 分 子 质量 ; 
n 一 一 代表 介质 的 折射 率 ; 


3 代表 修正 介质 对 分 子 所 感受 的 有 效 场 之 轻微 影响 


好 2 十 2 


项 


° 
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在 研究 生物 聚合 物 时 , 常 将 M 作为 平均 残 基 重量 ,此 时 [ aso 称 作 
平均 残 基 旋 光 。 

圆 二 色 性 的 特征 表现 是 物质 对 左旋 右 旋 两 种 圆 妨 振 光 的 吸收 系 
数 el 和 ek 不 同 ,导致 两 者 合成 后 电 问 量 不 再 在 一 条 直线 上 运动 ,而 
是 沿 着 椭圆 运动 ,所 以 可 用 椭圆 率 8 来 表达 椭圆 形状 和 e, 和 eg 的 
差别 。 对 于 照射 管 长 ¿ 和 浓度 为 c 的 溶质 之 平面 偏振 光 , 近似 地 认 
为 椭圆 府 0 是 : 
RF = 


Otan 0 = r <“0.576ic(el — er) (6.6-6) 

HB 132 IEE ¿RE B 222 Si|zE S N 
(0) - 1000 (6.6-7) 
利 [Beal = [ON = MO (6.6-8) 


由 于 zt,nR( 即 An 或 [ a )) fl cven( 妈 As ) 也 是 波长 4 的 次 
数 ,于 是 必须 在 不 同 的 波长 下 ,对 [aj 所 作 的 旋光 色散 曲线 各 对 As 
所 作 的 圆 二 色 曲 线 来 研究 光学 活性 物质 的 特性 和 结构 。 图 6-21 所 
找 述 形状 是 它们 一 般 的 曲线 。 当 入世 要 大 时 ,LL 达 ng(Laj 为 负 ), 则 
该 物质 为 右 旋 的 (dextrogyres), 如 n>>nr([aj 为 正 ), 则 是 左旋 的 
《laevogyres) 。 旋 光 色 散曲 线 只 有 一 峰 尖 和 峰 谷 , 并 在 长 波 方向 嘲 现 
的 是 峰 尖 卫 或 峰 谷 人 ,分 别称 为 简单 的 正 科 顿 效应 曲线 或 负 科 顿 效 
应 曲线 。 峰 尖 已 和 峰 谷 开 处 旋光 值 的 差 称 振幅 a , 为 幅 宽 。 当 出 现 n 
个 峰 尖 和 峰 谷 时 称 为 复合 科 顿 效应 曲线 。 

当 激 励 频率 低 的 长 波 时 ,振子 与 激励 力 同 相 , 接 近 共 振 时 ,振子 
振荡 更 激烈 ,使 最 初 相 位 关系 逐渐 丧失 ,在 很 高 的 激励 频率 处 ,振子 
比 激励 场 的 位 相 变 成 滞后 180°, 在 折射 中 穿 透 光速 似乎 比 人 射 光 速 
超前 , 旦 光速 在 介质 中 似乎 大 于 真空 的 ,于 是 旋光 效果 是 改变 旋光 符 
号 。 如 果 长 流 处 旋转 是 正 的 ,那么 经 [a] =0 后 在 短波 处 变 为 负 , 这 
种 在 吸收 带 附近 的 变 号 被 称 为 科 顿 效 应 。 对 于 每 个 旋光 现象 将 出 现 
一 个 加 二 色 性 吸收 带 和 旋光 色散 的 科 顿 效应 。 
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正 科 顿 效应 t tü 48 


(Ai 8 (By EE ë 


E 6-21 
(上 A) 右 旋 和 (上 B) 左 旋 发 色 团 的 旋光 色散 曲线 ; 
(下 A) 右 旋 和 (下 B) 左 族 物 质 的 正 种 负 轿 二 色 曲 线 


一 种 旋光 性 物质 可 以 表现 出 对 左右 圆 偏振 光 的 吸收 有 差别 , 则 
在 所 有 波长 上 对 左右 圆 偏 振 光 的 折射 指数 也 将 不 同 ,图 6-21 显示 了 
圆 二 色 性 和 旋光 性 间 及 其 依赖 波长 的 关系 。 发 展 测量 这 两 种 现象 的 
技术 是 因 它 们 各 有 优点 。 圆 二 色 性 曲线 具有 较 高 的 分 辨 率 ,而 复杂 
分 子 中 并 非 一 切 电子 跃迁 (吸收 带 处 ) 都 能 呈现 出 可 测 的 旋光 ,只 有 
电子 由 基态 吸收 光 能 而 跃迁 到 激发 态 时 ,伴随 着 光 强 度 的 减弱 ,使 分 
子 整个 电荷 分 布 发 生 改 变 ( 即 极 化 ), 并 与 光波 电 澜 场 相 互 作用 ,影响 
到 光 传 播 速度 及 折射 率 , 方 能 呈现 出 旋光 现象 。 此 外 ,旋光 色散 曲线 
重 秋 严重 而 难于 分 辨 时 ,图 二 色 性 谱 雁 易 将 两 个 电子 旋光 茎 迁 吸 收 
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带 的 正 圆 二 色 性 和 负 贺 二 色 性 分 清 。 然 当 旋光 嫉 迁 位 于 现 有 仪器 不 
能 检测 的 波长 时 ,用 旋光 色散 测量 可 使 旋光 色散 曲线 远 远 地 超过 吸 
收 带 ,以 近 紫 外 或 可 见 光 范 围 中 的 旋光 色散 来 研究 远 紫 外 唉 迁 的 旋 
光 性 质 更 有 益 。 

6.6.3 光学 活性 与 物质 结构 和 组 成 

折射 的 旋光 性 和 吸收 的 圆 二 色 性 是 偏振 光 与 物质 不 对 称 性 结构 
相互 作用 结果 所 产生 之 现象 的 两 个 方面 。 通 常 ,光学 活性 物质 所 具 
有 的 旋光 性 或 圆 二 色 性 是 由 二 种 原因 引起 的 。 一 种 是 唱 格 中 分 子 空 
癌 排 列 不 对 称 导致 形成 左旋 和 右 旋 异 构 体 ,例如 右 旋 和 左旋 石英 品 
体 。 另 一 种 是 由 于 分 子 本 身 不 对 称 性 造成 的 ,这 蚌 生 物化 学 和 医药 
界 所 关心 的 。 仅 不 具有 对 称 中 心 、. 对称 面积 反 轴 (不 过 可 以 有 对 称 
轴 ) 的 分 子 才 可 能 具有 光学 活性 。 例 如 乳酸 分 子 的 结构 : 

COOH m HOOC 
C—OH : HO—C 
Pa : z SS 
CH, H : CH, 
右 旋 {DD) : 左旋 (L) ' 

它 能 满足 光学 活性 的 条 件 , 分 子 中 有 到 个 以 上 不 同 基 团 或 原子 ,空间 
结构 又 不 能 与 它 自身 的 镜像 重合 ,但 这 两 种 互 为 镜像 的 旋光 异 构 体 
之 间 都 有 可 能 通过 假想 的 镜面 m 使 对 方 的 镜像 与 各 个 自身 重合 ,所 
以 也 称 它 们 为 镜像 对 映 体 。 | 

755 Rh 2? f 3: EF RUR EST + 8 eyG kE , BS ILIR E 5; 
其 螺旋 形 分 子 相互 作用 ,产生 离 域 r 电子 沿 螺旋 迁移 运动 ,引起 平行 
于 螺旋 轴 的 感应 电场 ( 电 偶 极 矩 ) 和 磁场 ( 磁 偶 极 矩 )。 于 是 对 左右 
偏振 光 应 具有 不 同 的 吸收 率 和 不 同 的 折射 指数 。 一 个 左手 螺旋 表现 
的 旋光 效应 与 右手 螺旋 表现 的 相反 ,这 由 于 电子 的 盘旋 是 以 相反 的 
方 问 进行 ,使 磁 偶 极 矩 相互 颠倒 造成 的 。 这 类 物质 中 存在 着 本 征 光 
学 活性 不 对 称 生 色 基 。 

尺 一 类 旋光 色散 曲线 ,是 由 于 对 称 生 色 基 与 一 不 对 称 分 子 环境 
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相互 作用 而 变 成 不 对 称 生 色 基 而 呈现 的 。 例 如 ( >o 对 称 生 
CH; 


色 官 能 奢 在 不 对 称 环境 中 (如 本 ) 会 诱导 出 光学 活性 来 。 

在 有 机 化 学 中 物质 , 常 以 分 子 含 “ 联 结 四 个 不 同 键 的 不 对 称 碳 原 
子 " 来 推定 其 具有 光学 活性 。 实 际 上 ,含有 不 对 称 碳 原子 的 分 子 不 一 
定 是 旋光 性 物质 ,例如 内 消 旋 酒石酸 的 结构 为 


其 分 子 内 含有 基 团 排列 方向 相反 的 一 对 不 对 称 左 原 子 , 导 致 它 凡 部 
的 右 旋 构 型 和 左旋 构 型 的 旋光 性 自行 抵消 。 将 这 种 分 子 内 部 存在 对 
称 面 的 物质 称 作 内 消 旋 物 。 此 外 ,还 发 现 外 消 旋 混合 物 , 它 是 不 易 分 
离 的 右 旋 分 子 和 左旋 分 子 相 等 数量 所 组 成 的 ,例如 右 旋 和 左旋 酒 石 
酸 分 子 等 量 混合 物 


tü 
HOOC H . H COOH 
L oP s. pd 


HOOC H : H cooH 
又 如 六 螺 烯 分 子 可 有 右手 或 左手 螺旋 型 两 种 形式 存在 ,它们 等 量 混 
合 便 不 具有 旋光 性 。 

氨基 酸 和 多 肽 的 a 碳 原子 大 部 分 具有 四 个 不 同 的 取代 物 ,其 一 
级 结构 ( 即 只 表达 氨基 酸 顺 序 结构 ) 原 来 就 是 不 对 称 的 ,因此 a 碳 邻 
近 的 电子 姓 迁 是 旋光 性 的 。 许 多 二 级 结构 ( 即 仅 表达 分 子 伸展 形状 
如 螺旋 或 折 和 等 构象 ) 螺 旋 状 的 生物 聚合 物 ,使 链 肯 架 中 或 螺旋 排列 
的 侧 基 团 的 电子 跃迁 成 为 旋光 性 的 。 这 已 引起 人 们 的 特别 注意 。 大 
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分 子 的 三 级 结构 ( 即 三 维 空间 构象 ) 中 某 些 基 团 被 挤 进 一 个 不 对 称 环 
境 里 而 产生 不 对 称 电 场 ,使 电子 跃迁 发 生 旋 光 性 。 

物质 的 比 旋 光度 会 受 温度 ,溶质 浓度 和 溶剂 的 影响 而 变化 ,其 原 
因 是 多 方面 的 。 例 如 ,温度 会 影响 旋光 异 构 体 的 平衡 常数 ,还 会 影响 
溶质 和 溶剂 ,溶质 和 溶质 之 间 的 相互 作用 ,从 而 影响 到 旋光 。 不 同 溶 
剂 对 溶质 的 旋光 性 的 影响 也 不 同 , 所 以 用 旋光 法 比较 同一 基 团 结构 
时 应 该 以 相同 的 溶剂 进行 实验 。 溶 质 浓度 的 影响 ,在 一 般 情 况 下 ,不 
超过 2% 的 影响 不 会 太 大 。 

旋光 和 圆 二 色 性 的 测定 ,通常 应 用 在 确定 分 子 的 几 个 可 能 结构 
中 与 实验 结果 比较 符合 的 结构 。 由 于 旋光 性 质 对 结构 中 的 微小 变化 
非常 敏感 ,所 以 推定 时 要 特别 慎重 。 一 般 , 旋 光 性 测定 可 以 确定 分 子 
的 相对 构 型 , 即 右 旋 [ 标 以 (+ )] 还 是 左旋 [ 标 以 (一 )j]。 若 要 推定 分 
子 的 真正 立体 化 学 绝对 构 型 , 则 常 采 用 化 合 物 降 解 和 已 知 立体 结构 
分 子 相 比 较 ( 原 以 甘油 醛 的 两 种 空间 蜡 构 体 或 丝氨酸 HOCH,- 
CH(CNE2 )COOHJ] 作 标准 ,如 甘油 醛 的 立体 结构 如 下 所 示 : 


CHO CHO 
H—Ç—OH (了 甘油 醛 ) 和 HO—C—H (十 甘油 醛 ) 
CEH2OH CH2OH 


甘油 醛 中 心 碳 原子 所 连接 的 四 根 刍 形 成 招 弯 四 面体 构 型 ,连接 
H 和 OH 的 键 在 纸 面 上 方 ( 示 以 实 线 ), 连 接 其 它 碳 原 子 的 键 伸 向 纸 
面 下 方 ( 示 以 虚线 )。 类 同 的 空间 构 型 标 以 D 或 L 符号 , 才 确 定 了 纺 
对 构 型 。 例 如 ,D( + ) 甘 油 醛 在 HgO 催化 下 氧化 所 得 的 产品 是 ( — ) 
甘油 酸 , 因 其 中 心 碳 原子 连接 四 根 键 的 构 型 不 太 可 能 变化 ,所 以 (- ) 
甘油 酸 的 空间 构 型 仍 是 D 构 型 。 | 

旋光 法 也 用 于 一 些 旋光 性 物质 的 分 析 和 纯度 鉴定 ,例如 具有 旋 
光 性 的 糖 含 量 的 分 析 测定 等 。 

不 过 ,旋光 法 主要 应 用 于 研究 具有 旋光 性 化 合 物 的 空间 三 维 结 
构 , 例 如 在 Sc 省 体 化 合 物 中 机 基 的 位 置 不 同时 其 旋光 色散 曲线 也 随 
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之 有 了 明显 的 区 别 。 图 6-22 显示 了 C= O 基 三 种 不 同位 置 的 省 体 
旋光 曲线 。 


= 
— an 
= 
= 


摩尔 旋光 并 X10” 


| 六 oo- 胆 冀 烷 -4- 页 


一 20 
| J 


. (a) 
一 40 
溶剂 :甲醇 


300 400 500 600 
' A(meg) 
图 6-22 

不 同 柄 基 位 置 的 旋光 色散 ( 科 上 顿 效 应 ) 曲 线 (a) 和 So H iz 3 柄 分 子 结构 (b) 

化 合 物 的 旋光 性 在 任何 波长 处 都 是 分 子 中 各 个 光学 活性 吸收 带 
贡献 的 代数 和 ,这 些 吸 收 峰 二 加 结果 会 使 旋光 谱 峰 不 易 分 辨 。 对 于 
圆 二 色谱 ,59] 值 只 在 吸收 峰 有 较 大 值 , 当 某 物质 有 几 个 生 色 基 团 时 ， 
便 在 相应 波长 处 出 现 几 个 对 应 的 极 大 。 从 而 易 发 现在 旋光 谱 中 被 掩 
盖 或 混淆 的 生 色 基 团 ,图 6-23 是 5 号 位 H 在 纸 下 方 的 5oa- 5 1K-3- Bi 
和 5 号 位 H 在 纸 上 方 的 5B- 举 体 -3- 酮 两 空间 异 构 体 的 旋光 色散 和 图 
二 色 曲 线 , 根 据 图 6-23 中 的 曲线 所 对 照 之 R 为 OH 基 和 碳 6 一 7 位 
间 双 键 的 胆 人 省 燃 -3- 酮 还 原 产物 之 实验 曲线 可 以 确定 产物 的 构 型 。 

利用 螺旋 性 的 测定 来 研究 溶液 中 球状 蛋白 质 方面 已 取得 一 些 进 
展 。 图 6-24(a) 是 对 亭 - 左 - 赖 氨 酸 多 肽 的 不 同 构象 之 桶 圆 度 与 波长 
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摩尔 旋光 度 X10 2 


TL 
Pt 
#: 
“+ 
>! 


色 性 (ae) 


一 


加 


H(H 在 纸 上 方 ) 
` 图 6-23 


(A) (a) 5a 和 (58) 58 蚤 体 3- 央 (ROHD) 的 旋光 色散 与 (B) 轩 二 色 性 申 线 。( 在 二 喇 烷 


中 ) 


关系 曲线 ( 即 欧 二 色 性 曲线 )。 无 规 线 团 的 豪 - 左 - 赖 气 酸 多 肽 在 X = 
197.217 和 237(mj) 处 分 别 有 负 值 强 峰 、 正 值 强 峰 和 负 什 很 弱 峰 等 


10 .1 摩尔 ) 


椭 贺 度 [9] 


g: q r. 


i 螺旋 


人 
无 规 线 团 


200 220 240 
Amp) 


190 210 230 250 
波长 {mp} 


图 6-24 


(a) 不 同和 构象 之 全 - 左 - 赖 氛 酸 (b) 不 同 构象 之 聚 - 左 - 束 
的 横 贺 度 与 波长 关系 曲线 ; 氨 酸 的 旋光 色散 曲线 
《1-a 螺旋 ,2-B 折 痊 ,3- 无 规则 卷曲 ) (la 絮 旋 ,2-B 折 束 ,3- 无 者 则 卷曲 ) 
三 峰值 ;ia 螺旋 构象 在 191 附近 、207 和 222(mu)#F ZF2138 IE IB wa 5k 
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和 两 个 有 些 重合 的 仙 值 强 峰 ;B 构象 分 别 在 195mf 和 217mp 处 有 正 
值 强 峰 和 和 负 值 强 峰 等 两 个 峰 。 

6-24(b) 是 聚 - 左 - 赖 氨 酸 的 旋光 色散 光谱 、o- 螺 旋 、?- 折 登 和 无 
规 卷 曲 的 旋光 色散 曲线 各 不 相同 ;由 此 可 推算 右手 蜡 旋 的 相对 含量 。 

6.6.4 炸 性 流 中 的 取向 作用 与 二 色 性 

在 受 切 变 的 液体 中 ,会 有 一 力矩 施 于 长 形 大 分 子 上 ,于 是 大 分 子 
取向 倾向 于 其 长 轴 平 行 于 滚 流 的 方向 。 一 恒定 的 切 变 率 作用 会 产生 
一 种 取向 的 定 态 分 布 。 这 种 切 变 作用 会 引起 流动 二 色 性 ,用 切 变 二 
色 性 研究 纤维 状 的 肌 动 蛋白 的 结果 示 王 图 6-25。 匹 二 色 性 的 球 性 
肌 动 蛋白 单 体 的 聚合 作用 形成 上 共有 强烈 二 色 性 的 纤维 。 这 种 纤维 状 
蛋 日 质 是 与 腺 二 磷 组 成 络 合 物 形式 存在 。 当 溶液 因 切 变 取 向 时 ,所 
观察 到 的 腺 二 磷 和 蛋白质 芳 香 侧 链 吸收 的 偏振 方向 不 同 ,形成 在 
二 275my 附近 的 二 色 性 改变 符号 。 


(b) ZF39E4/K OCMp RL S i 
(a) 球 状 肌 动 蛋 习 
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图 6-25 
《a) 球 状 山 动 借 白 种 (b) 纤 维 状 肌 动 蛋 扫 的 流动 二 色 性 


6.7 和 蛋白质 的 组 成 和 顺序 测定 
研究 蛋白 质 的 详细 结构 性 质 ,首先 需要 测定 其 氨基 酸 组 成 和 顺 


序 ( 即 一 级 结构 ), 这 就 要 求 将 重唱 质 专门 纯化 ,降解 后 利用 它们 各 种 
.- 300 . ` 


性 质 ( 蒂 电 性 质 、 祖 对 分 子 质量 等 ) 进 行 鉴定 ,并 分 析 多 拓 合 成 过 程 中 
氨基 酸 的 取代 作用 所 反映 的 性 质 信 息 等 ,于 是 发 展 了 有 效 纯 化 技术 
《包括 超 离心 .各 种 电 访 和 层 析 等 ) ,氨基 酸 顺 序 的 化 学 测定 法 。 

6,7.1 氨基 酸 组 分 的 测定 

蛋白 质 分 子 中 氨基 酸 组 分 的 含意 系 指 组 成 多 肽 链 分 子 的 每 一 种 
氨基 酸 的 数目 。 气 基 酸 的 组 分 和 顺序 不 同 可 以 形成 各 种 共有 独特 性 
质 的 蛋白 质 , 所 以 要 深入 地 研究 每 一 种 蛋白 质 性 质 则 务必 测定 其 组 
分 ,实验 步骤 大 致 如 此 : 

《1) 把 蛋白 质 或 多 肽 链 降 解 为 其 成 分 氨基 酸 

通常 ,降解 是 采用 在 6N HCI 中 者 沸 的 方法 ( 酸 解 ) 来 实现 。 肽 
链 的 水 解 会 释放 出 游离 的 氨基 酸 ,例如 
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使 谷 氨 酰 胺 和 天 冬 酰胺 侧 链 上 的 酰胺 基 团 失去 所 基 而 生成 谷 氨 酸 和 
天 冬 氨 酸 。 于 是 需 选 用 一 些 方法 (如 光谱 吸收 等 ) 来 测定 色 氨 酸 的 
量 。 值 得 注意 的 是 :对 于 酸 水解 产 物 的 组 成 分 析 中 所 测 得 的 谷 氮 酸 
量 实际 上 是 谷 氮 酰 胺 与 谷 氮 酸 之 和 ,天 冬 氮 酸 的 量 是 天 冬 酰胺 与 天 
冬 氨 酸 之 和 。 在 降解 方法 中 有 时 也 用 碱 水 解 , 现 又 开发 了 酶 水 解 。 
《2) 将 酸 解 所 得 的 各 种 游离 氨基 酸 进行 分 离 
氨基 酸 分 高 通常 是 用 离子 交换 层 析 法 ,以便 对 各 类 氧 基 酸 进 行 
定量 分 析 。 利 用 被 分 离 物 质 与 固定 相 ( 如 树脂 ) 间 相互 亲和力 的 大 小 
是 层 析 分 离 技 术 的 一 般 理论 基础 。 例 如 ,由 某 种 化 学 性 质 不 活 小 的 
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高 分 子 化 合 物 组 成 的 树脂 含有 弱 碱 性 侧 链 成 分 , 当 pH=7 时 , 它 能 
带 正 电 ,并 在 含 游离 天 冬 氮 酸 和 束 氨 酸 的 溶液 中 能 与 带 人 负 电 的 天 冬 
氮 酸 结合 ,而 带 正 电 的 赖 氨 酸 却 不 能 结合 到 树脂 上 。 若 将 含有 上 述 
两 种 氨基 酸 溶液 加 到 这 种 带 正 电 的 弱 碱 性 树 踢 填充 柱 上 , 赖 氨 酸 与 
树脂 的 亲和力 较 小 , 它 通过 柱 的 速度 比 天 冬 氨 酸 的 快 ,于 是 先 流出 柱 
的 溶液 是 含 赖 氨 酸 组 分 ,从 而 使 两 种 氨基 酸 得 到 分 离 。 

科技 的 进展 ,已 生产 出 对 所 有 天 然 氨 基 酸 分 别 具 有 不 同 亲 和 力 
的 树脂 。 使 用 这 些 树 蕴 能 有 效 地 把 氨基 酸 混合 物 中 的 各 个 组 分 分 离 
出 来 。 这 种 层 析 分 离 技 术 的 机 理 是 十 分 复杂 的 ,其 分 离 效果 是 与 氮 
基 酸 分 子 侧 链 的 极 性 .氨基 和 羧基 pK 值 的 微小 差异 、 和 树脂 侧 链 的 
性 质 .溶液 pH 值 , 溶 剂 效应 以 及 其 它 因 素 ( 如 组 分 浓度 与 组 成 比 、 温 
度 ) 密 切 相关 ,这 种 分 离 技术 常 通过 改变 洗 脱 缓冲 液 的 pH 值 其 至 溶 
剂 种 类 来 增强 层 析 柱 的 分 离 性 能 。 例 如 先 用 一 种 pH 的 洗 脱 缓冲 液 
”洗涤 层 析 柱 ,让 那些 与 树脂 结合 得 不 太 紧 密 的 氨基 酸 被 洗 脱 分 离 后 ， 
适当 改变 洗 脱 缓冲 液 的 pH 值 ,促使 某 些 与 树脂 紧密 结合 ,基本 上 不 
随 前 述 洗 脱 液 流动 的 氨基 酸 改 变 与 树脂 的 亲 和 关 系 ,又 可 使 一 些 毛 
基 酸 洗 脱 和 分 离 。 如 此 进一步 操作 , 即 可 使 各 类 氨基 琶 分 离开 。 

在 有 些 条 件 下 ,可 以 改变 溶剂 的 组 成 或 组 成 比 , 使 各 类 氨基 酸 得 
到 进一步 分 离 。 例 如 氨基 酸 的 乙 内 酰 蔡 硫 脲 衍生 物 在 硅胶 柱 上 上 层 
析 , 可 用 98:2 的 氯仿 和 乙醇 的 混合 液 进 行 分 离 ,虽然 将 睛 氨 酸 分 离 
得 特别 好 ,但 对 竞 氨 酸 与 异 亮 氨 酸 、 纺 氨 酸 与 葵 丙 氨 酸 、 色 氮 酸 与 甘 
毛 酸 等 三 对 却 分 离 不 清 , 而 谷 氮 酰 胺 、 天 冬 酰胺 、 谷 氮 酸 、 天 冬 氮 酸 等 
未 随 溶剂 流动 , 如果 再 以 88:2: 10 的 氛 仿 .乙醇 和 甲醇 的 混合 液 洗 
脱 ,可 以 得 到 进一步 分 离 。 

(3) 测 定 每 一 种 氨基 酸 的 相对 含量 

通常 ,对 于 氨基 酸 是 用 氨基 酸 分 析 仪 ,通过 与 节 三 柄 反应 生成 有 
色 产 物 来 进行 定量 测定 的 。 到 应 使 每 个 氨基 酸 脱 去 一 个 氨基 ,生成 
一 分 子 有 色 复 合 物 ( 参 见 图 6-26)。 轩 此 生成 有 色 产 物 的 量 与 反应 
前 所 存在 的 氨基 酸 量 成 正比 。 上 述 操作 过 程 的 装置 基本 上 可 自动 
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化 。 如 图 6-26 所 示 , 装 置 内 有 一 支 离 子 交换 柱 , 从 其 顶部 加 入 降解 
后 的 产物 ,再 条 人 适当 的 洗 脱 缓冲 液 , 当 洗 脱 液 流 过 柱 而 将 洗 脱 的 相 
应 被 分 离 的 氨基 酸 带 出 时 ,它们 分 别 与 功 三 酮 溶液 相 混 后 通 入 加 热 
的 蛇 形 反应 管 ,生成 有 色 的 功 三 酮 复合 物 , 又 分 别 进入 比 色 池 测定 光 
吸收 值 ,扫描 在 记录 仪 的 纸 带 上 。 通 常 氨基 酸 分 析 仪 先 要 进行 已 知 
相对 含量 的 氨基 酸 标 样 的 标定 试验 , 测 出 各 种 氨基 酸 与 癖 三 酮 反应 
的 产物 "吸收 峰 "差异 ,得 出 各 种 氨基 酸 的 实际 量 与 所 形成 的 有 色 复 
合 物 量 之 间 的 直接 关系 ,从 记录 仪 纸 带 上 所 展现 的 “ 妖 ” 面 积 求 得 有 
包产 物 的 量 。 然 后 将 未 知 组 分 的 蛋白 质 水 解 产物 使 用 氨基 酸 分 析 仪 
测 出 各 个 吸收 峰 , 以 其 相对 蜂 面积 推 知 所 含 各 种 氨基 酸 的 相对 组 成 
比 ,要 乱 氨 基 酸 的 相对 比例 换算 为 组 成 成 分 值 , 还 需要 知道 蛋白 质 的 
相对 分 子 质量 , 才能 根据 最 小 相对 分 子 质量 信息 算得 其 组 成 成 分 。 
牛 胰 怠 素 等 测 得 的 氨基 酸 百 分 含量 列 于 表 6-7。 
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图 6-26 宽 基 酸 与 节 三 酮 反应 生成 有 色 复 合 物 及 其 测定 装置 
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表 6-7 三 种 蛋白 质 的 图 基 酸 百 分 含 量 
胰岛 索 ( 牛 ) | 核糖 核酸 酶 ( 牛 ) 
4.6 7-7 


细胞 色素 ( 马 ) 


丙 氨 酸 (Ala,A) 
酰胺 NH; 
精 氨 酸 (Arg,Ry) 
天 冬 氨 酸 (Asp,D) 
半 胱 氨 酸 (Cys:C) 
起 氨 酸 
谷 氨 酸 (Giu,E) 
甘氨酸 (Gly,G) 
组 氮 酸 (His,H) 
异 亮 氨 酸 (jle,T) 
亮 氨 酸 (Leu,1L) 
赖 氮 酸 (1ys,K) 
H SLK BE (Met, M) 
荃 两 氨 酸 (Phe,F) 
BEN (Pro, P) 
2382 (Ser, S) 
苏 氨 酸 (Thr,T) 
€, SB (Tp, W) 
酷 氨 酸 (fiyr,Y) 
282 88( Val, V) 
括号 中 符 导 是 各 氨基 酸 代 号 

近年 来 ,正在 开发 来 用 分 离 技术 与 成 分 分 析 联 合 的 高 将 液 相 层 

析 色 谱 法 。 
6,7.2 和 蛋 卢 质 一 级 结构 ( 氮 基 酸 疾 序 ] 测 定 
现在 已 经 测定 了 数 百 种 多 肽 和 和 蛋白 质 的 顺序 ,大 多 是 采 攻 

F.Sanger 实验 室 所 建立 的 方法 。 研 究 结果 表明 ,蛋白 质 最 重要 的 性 质 
首先 取 奖 于 肽 链 内 氨基 酸 顺 序 , 所 以 测定 蛋白质 组 成 的 氨基 酸 顺 序 对 
各 种 重 白 质 在 生命 过 程 的 性 能 研究 是 不 可 缺少 的 课题 。 概 括 地 说 , 氢 
基 酸 顺序 的 测定 基本 上 是 从 多 肽 链 的 某 一 末端 (氨基 末端 或 羧基 林 
端 ) 开 始 依次 将 氨基 酸 残 基 切 下 ,并 和 逐个 进行 鉴定 。 不 过 ， 实际 上 要 按 
逐个 氨基 酸 残 基 依 次 100% 切 下 是 困难 的 ,每 当 末 端 残 基 和 逐步 切 下 时 ， 
都 会 伴随 着 产生 一 些 短 的 肘 链 产物 ,于 是 每 一 步 中 需 特定 分 解 到 的 产 
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物 量 在 反应 体系 内 所 占 比例 依次 减 小 ,而 从 短 肽 链 上 切 下 的 氨基 酸 ， 
与 前 一 些 化 学 反应 过 程 中 尚未 反应 的 较 长 肽 链 上 所 切 下 的 氨基 酸 相 
混 的 机 四 将 不 断 地 增加 。 为 了 解决 此 化 学 限制 因素 ,使 化 学 反应 能 够 
提供 可 车 的 结果 ,应 该 先 把 多 肽 链 降解 成 足够 短 的 肽 链 ,测定 它们 的 
顺序 后 再 把 这 些 结果 拟 合 而 组 成 整 条 多 肽 链 的 顺序 。 

在 重 白 质 舌 序 测定 中 ,实际 所 采取 的 步骤 是 : 

《1) 纯 化 待 测 顺 序 的 蛋白 质 

将 待 测 顺序 的 蛋白 质 进行 纯化 ,一 般 是 采用 层 析 技 术 、 超 离心 分 
离 和 电泳 渗析 等 方法 。 

《2) 拆 开 重 白质 中 所 有 的 二 硫 键 

已 纯化 的 蛋白 质 在 测定 其 一 级 结 梅 前 ,必须 先 拆 开 蛋 白质 的 所 
有 一 硫 键 , 这 可 用 高 甲酸 对 二 硫 键 进行 氧化 ,也 可 用 硫 醇 对 其 还 原 ， 
继而 即刻 与 商业 且 或 碘 乙 酸 进行 氰 乙 基 化 或 羧 甲 基 化 反应 ,以 防止 
二 硫 键 重新 形成 。 上 述 裂解 反应 过 程 可 表达 如 下 : 
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(3) 测 定 多 肽 链 的 氨基 末端 氨基 酸 和 羧基 末端 氨基 酸 

测定 多 肽 链 的 氨基 末端 氨基 酸 可 采用 二 硝 基 氟 葵 (FEDNB) 与 之 
反应 ,然后 进行 水 解 , 接 上 FDNB 标记 的 氨基 末端 氨基 酸 (DNB- 和 氨基 
酸 ) 游 离 出 来 ,呈现 较 深 的 黄 颜色 ,继而 根据 它 在 薄 层 层 析 或 纸 上 电 
泳 中 的 迁移 特性 进行 鉴定 ,其 反应 过 程 为 
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测定 羚 基 末端 氨基 酸 的 方法 是 将 肽 链 在 100 条件 下 进行 无 水 
脖 处 理 ,羧基 末 端 氨 基 酸 仍 以 游离 氨基 酸 形式 存在 之 外 ,多 肽 链 中 其 
它 所 有 的 氨基 酸 残 基 和 逐个 变 为 末端 后 雹 可 逐步 成 为 相应 的 氨基 酸 册 
化 物 , 于 是 可 用 层 析 法 分 离 鉴 定 , 和 而 化 学 测定 法 至 今 还 不 能 令 人 满 
意 。 还 有 一 种 方法 是 将 肽 链 用 着 胀 酶 进行 限制 性 酶 解 。 此 和 蛋 晶 质 水 
解 产 物 游 离 气 基 酸 中 的 主要 成 分 是 羧基 末端 氨基 酸 , 依然 可 用 层 析 
法 对 其 进行 分 离 和 鉴定 。 羧 肽 酶 催化 限制 性 酶 解 的 反应 如 下 : 

Rep H o Ran O R, o 
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《4) 以 不 同 的 方法 专 一 性 地 裂解 多 肽 链 
将 多 肽 链 降 解 成 特定 的 短小 片段 而 供 顺 序 分 析 是 用 肽 链 内 切 酶 
催化 有 反应 ,不同 的 内 切 酶 可 分 别 促使 多 肽 链 不 同 的 特定 位 点 上 发 生 
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分 解 反 应 。 表 6-8 列举 了 通常 用 于 内 切 的 四 种 专 一 性 酶 。 还 有 一 种 
特有 的 化 学 方法 是 使 多 肽 链 与 省 化 氰 进行 反应 ,促使 多 耿 链 在 甲 硫 
氨 酸 残 基 处 专 一 性 她 发 生 裂解 ,其 反应 如 下 : 
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下 新 产生 的 着 基 
+ NCHC + CHSCN 末端 的 丝氨酸 内 丁 
OH 
J 63 5 
3: 6-8 可 县 作用 从 克 
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同时 又 将 羧基 末端 的 甲 硫 氨 酸 转变 为 与 20 种 天 然 氨 基 酸 有 所 
不 同 的 高 丝氨酸 内 酷 ,如 将 其 进一步 转变 成 高 丝氨酸 就 容易 鉴定 本。 

(5) 测 出 分 别 分 离 以 不 同 裂解 方法 产生 的 小 肽 链 段 各 身 的 顺序 

通常 采用 离子 交换 层 析 法 ,将 完整 重 白质 多 肘 链 裂解 的 各 类 上 肽 
段 分 离 之 后 , 便 可 用 不 同 的 方法 分 析 各 类 肽 段 的 氨基 酸 组 成 及 其 顺 
序 。 者 用 Edman 降解 法 ,即将 肽 段 氨基 末端 的 氨基 酸 与 荃 异 硫 氨 酸 
反应 生成 肽 的 葵 氨 基 硫 甲 酰基 衍生 物 ,继而 经 盐酸 的 温和 水 解 ,氨基 
末端 的 但 基 酸 便 以 乙 内 醋 葵 硫 腺 的 衡 生 物 形式 脱落 下 来 。 如 此 地 操 
作 , 将 肽 段 上 的 氨基 酸 从 氨基 末端 起 逐个 切 下 ,例如 : 
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氨基 林 庙 的 氨基 酸 乙 内 栈 = 
0 脱 去 氮 基 末端 氨基酸 残 基 的 三 于 


然后 根据 它们 的 薄 层 层 析 性 质 而 进行 鉴定 (参见 图 6-27 之 例 )。 

男 一 种 改进 方法 是 "二 甲 毛 蔡 磺 栈 氢 -Edman 降解 法 ,在 每 步 降 
解 后 ,取出 一 小 部 分 用 二 甲 氨 荧 磺 酰 氧 法 进行 相应 的 氮 基 末端 氨基 
屋 鉴 定 , 其 原理 概括 如 下 : 


. 308 : 


由 一 人 人 一 B—(—D 
DNS 一 (]] DNS—CI 
H H* 
DNS—A+B+C+D DNS—B+C+D 
检测 A 检测 B 
Edman 
cp En 族 解 。 站 
DNS—C1 DNS 一 人 
H* H* 
DNS—C+D DNS—D 
检测 C 检测 D 


由 于 开创 了 肽 段 凌 基 末端 氨基 酸 与 玻璃 珠 共 价 连接 的 一 种 新 朱 
术 , 促 进 了 Edman 降解 过 程 自 动 化 而 生产 出 测定 舌 序 的 装置 一 一 烦 
序 分 析 仪 。 竺 测 顺序 的 肽 段 与 固定 相 的 连接 有 利于 彻底 清 耻 每 步 降 
解 过 程 中 可 能 形成 的 混杂 物 。 


(a+ b) 


图 6-27 ##cB50B) Z, P PKS UI ESE EE B: i FE SE SERT 

(a) 在 98:2 的 氢 仿 和 乙醇 混合 液 中 的 分 离 情 襄 ;(a+b) 是 在 (az 分 离 基础 上 ,又 在 

88:2:10 的 气 念 、 乙 醇和 转 醇 混合 液 中 进一步 层 析 分 离 

(6) 以 重 丰 方法 将 各 肢 段 知 序 组 合成 蛋白 质 多 肽 的 完整 顺序 

对 两 种 不 同 的 专 一 性 分 解 方法 所 得 的 两 套 上 脉 段 进行 顺序 分 析 ， 
如 可 获得 跑 套 肽 段 的 顺序 ,其 中 含有 交 鸡 顺序 ,也 就 是 原先 在 完整 的 
和 蛋白质 多 肽 链 内 部 连接 一 起 的 两 个 氨基 酸 残 基 , 在 第 一 种 专 一 性 分 
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解 方法 中 ,裂解 成 各 个 肽 段 时 分 裂 形成 了 各 自 的 游离 羧基 ,而 在 第 二 
种 专 一 性 分 解 方法 所 产生 的 肽 段 中 仍 连 接 在 一 起 ,出 现在 肽 段 顺 序 
内 部 ,不 过 也 存在 相反 的 情况 。 于 是 ,和 便 可 在 比较 上 述 丙 种 方法 产生 
的 肽 段 顺 序 分 析 所 得 的 信息 中 确定 该 蛋白 质 多 肽 链 的 完整 顺序 。 
例如 , 某 蛋白 质 肽 链 的 一 个 肽 片段 ,用 A 种 水 解法 得 到 四 个 小 
肽 ,它们 分 别 被 鉴定 而 推定 为 Al 1 Ala Phe; As1Gly * Lys * Asn* Tyr; 
As:Arg*Tyr;Aí;His* Val。 而 水 解法 B 所 得 到 的 三 个 小 肽 依次 为 
Bi :Ala"Phe.Gly"Lys;B :Asn*Tyr'Arg;Ba:Tyr* His* Val。 现 将 它们 
重用 拼凑 比较 于 表 6-9 中 ,可 得 到 顺序 排列 的 结论 。 
《7) 确 定 完整 蛋白 质 中 二 硫 键 的 位 置 
w W|2E FI — 54 ,完成 顺序 分 析 后 ,还 需 测 定 完 整 蛋白 质 中 
二 硫 键 的 位 置 , 为 此 还 要 将 未 拆 开 二 硫 键 的 则 一 种 蛋白 质 进 行 专 一 
性 酶 解 成 肽 链 , 经 分 离 和 鉴定 ,并 与 前 述 用 化 学 法 拆 开 二 硫 键 的 蛋白 
质 酶 解 肤 段 相 比 较 , 便 能 发 现 一 新 肽 段 之 存在 ,而 拆 开 二 硫 键 的 酶 解 
肤 段 中 相应 的 两 个 肤 段 却 消 失 了 , 即 可 确定 二 硫 键 的 位 置 。 这 两 种 
差别 的 比较 方法 ,通常 也 用 于 检测 已 知 讲 序 的 蛋白 质 分 子 上 的 突变 
位 点 。 
表 69 上 腑 段 重 秋 比较 法 示例 
K É 顺序 重 释 比较 法 
A. Ala-Phe 
B; Ala Phe-Gly ` Lys 
Ao Gly* Lys*Asn* Tyr 
DB Asn*: Tyr* Arg 
As Arg' Tyr 
Bs Tyr*His* Val 
A His* Val 
十 肽 抽 顺 序 “| Ala*Phe*Gly*Lys*Asn*Tyr*Arg"Tyr*His*Val 


现在 确定 二 硫 键 在 肽 链 片段 中 位 置 的 常用 方法 是 “对 角 线 电 
泳 ,其 大 意 是 将 汰 链 片段 混合 物 依次 在 高 甲酸 氧化 前 后 于 pH 6.5 
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条 件 下 进行 两 根 电 访 ( 即 使 用 两 对 正 负极 垂直 星 x-y SB), B 3k 3:59 
中 不 含 二 硫 键 的 片段 沪 问 将 分 别 分 布 于 xy 办 交角 的 对 角 线 上 , 包 
含 胱 氮 酸 的 片段 会 泳 离 对 角 线 。 

在 编码 蛋白 质 的 脱 筑 核 糖 核酸 (CDNA) 顺 序 的 测定 方面 也 已 取 
得 烦 大 的 进展 ,只 要 知道 密码 三 联 体 即 能 在 编码 的 DNA 顺序 上 直 
接 丐 出 所 求 蛋 白质 的 氨基 酸 顺 序 。 在 此 类 研究 中 发 现 了 某 些 真 核 
DNA 编码 蛋白 质 有 不 翻译 的 DNA 插 人 顺序 ,而 使 其 顺序 成 为 不 连 
续 的 ,这 就 干扰 了 DNA 顺序 分 析 法 在 测定 蛋白 质 一 级 结构 中 的 应 
用 。 

《8) 赋 究 蛋 白质 和 多 肽 链 的 结构 与 功能 的 相互 关系 ,以 及 合成 已 
确定 顺序 的 央 和 熏 白 质 的 方法 ,同时 又 可 验证 所 测定 的 顺序 之 正确 
性 。 

腑 的 化 学 合成 中 和 需要 阻止 那些 不 应 该 反应 的 基 团 发 生 反 应 , 因 
此 ,必须 将 不 参加 连接 反应 的 氨基 和 羧基 以 及 具有 活性 的 侧 链 全 部 
保护 起 来 。(e ) 4) 示 出 某 些 对 羧基 和 和 氨基 有 保护 作用 的 基 团 之 
例 ; 连 接 反 应 结束 后 ,通常 还 要 将 羧基 进行 活化 ,(c) 示 出 了 两 种 活 
化 羧基 的 方法 ;如 肽 以 生物 合成 ,同时 具有 羧基 活化 过 程 。 肽 的 合成 
完成 之 后 ,务必 用 温和 方法 将 保护 基 团 除去 ,(d) 示 出 了 保护 活化 、 
连接 以 及 去 保护 的 全 过 程 。 


O cH, 
(a) REHCTA, A—CH,CH,O—.O,N OO ho WD 
NH; CH; 
乙 酯 基 硝 基 蕉 甲 酯 基 # T B 3£ 
NH—X O O 
| ⁄ £ 
(bp RCHOOOH , X = CHROC— .(CH,),COC— . 
3 AKEK3E W T 598 5k 


2 2 
H; O 或 F. UC— 
O 
410 2888835 = # Z Bk3E 
` 311 ` 


O o O O 
s. 、 . "i ⁄ 人 
《c) 活 化 涛 基 的 混合 酸 醋 法 : RC + OrTC“ 一 ~RC-O-C TOR + Cr 
OH OR' We 
活化 基 团 (* ) 


活化 羧基 的 碳 二 亚 胺 法 : 
2 
RNHC-NHR + GHS, cr 一 RIN—C—NR' + CHSDH 
O 


pA 
ROOOH + R'N == C == NR'( )—— RC—OC(==NR”)-—NHR' 
活化 基 国 (* ) (=) 


I | 
“ : 
RCHC 保护 RCHC—-OH LL RCH0ü— * 
S kS ` 


OH O O 
NX O R O NH: O 
a ee A 1 RHGCNHTacoon 
1: 

对 黎 常 规 合 成 的 改良 方法 是 : 先 把 氨基 上 带 有 保护 基 团 ( 朴 丁 氧 
揪 基 ) 的 毛 基 酸 连接 到 辕 相 的 来 茶 乙 烯 树 脂 上 ,随后 除去 氨基 上 保护 
基 团 ,让 它 与 第 二 个 氮 基 上 带 有 保护 基 园 的 氨基 酸 连接 , 按 此 连续 地 
进行 ,直到 最 后 一 步 将 合成 完毕 的 肘 链 从 树脂 上 切 下 。 

由 于 上 述 每 一 步 反 应 基本 上 都 是 定量 的 ,多 敌 链 或 蛋白 质 均 可 
应 用 以 上 方法 ,其 优点 在 于 能 避免 原先 方法 中 各 步骤 所 需 的 繁杂 纯 
化 过 程 及 其 造成 的 严重 损失 。 李 卓 浩 先生 已 应 用 这 种 方法 合成 了 含 
有 39 个 氨基 酸 的 ACTH{( 促 肾上腺 皮质 激素 ) 肽 ;Mertifield 也 合成 
了 牛 胰 核糖 核酸 茧 。 许 多 核糖 核酸 酶 变种 是 在 氨基 酸 硕 序 上 有 一 个 
或 多 个 残 基 的 变化 ,这 也 能 合成 了 。 在 我 国 上 海 的 科学 家 于 1965 年 
9 月 取得 了 罕 破 性 进展 ,率先 合成 了 具有 生物 活性 的 牛 胰 岛 素 , 又 在 

+ 312 ， 


1969 年 第 -- 次 人 工 合 成 了 具有 催化 活性 的 牛 胰 核 糖 核酸 酶 (ribonu- 
clease) ,并 建立 了 自动 控制 的 固 相 多肽 合成 仪 。 现 将 Merrifield 高 聚 
物 固 相合 成 法 所 合成 的 二 肽 之 简略 步骤 示 于 如 下 : 

R 


BOC—NHCHOOO > 
A CICH;OCH,/SnCI 

çO yg —— Cc —( O BE 

R 


| 
BOC—NHCHCOOCHX (O) y— S 583 一 


HACEHCOOH PO: 
-一 一 -一 ~ H,NCHCOOCH, 高 聚 物 


x 
| 
BOC—NHCH0OO0OH/DCC/DMF 
r 
: | HBr/CF,COOH 
BOC-NHCHOONHCHCOOCHy -( O y -高 聚 物 a 2222 dl 


F 了 


ee 十 PrcH—( O Y BR 
Ky IRPpOC—- Ka J 5835; 
DCC 一 一 代表 二 环 己基 础 二 亚 膀 ; 
DMF 一 一 代表 二 甲 基 四 酰胺 。 


6.8 光 散 射 测 斌 相对 分 子 质 量 


6.8.1 光 散 射 的 基本 概念 

如 有 一 波长 远离 任何 吸收 带 之 光照 射 溶 液 , 其 中 分 子 可 以 极 化 ， 
促使 电子 在 分 子 内 进行 正 孩 振 葛 ,于 是 在 光 的 非 人 射 方向 上 传播 一 
些 光 能 ,形成 了 散射 现象 。 现 只 考虑 一 个 分 子 的 散射 作为 讨论 的 基 


WE > 


i. -.-. a... .-.au 1 一 一 一 一 


mr Á... -. . rr 


础 , 见 图 6-28。 


图 6-28 ”一 个 粒子 的 散射 
《 磁 矢 量 垂 直 电 矢量 》 


假定 分 子 大 小 与 人 射 光 波长 对 比 之 下 ,可 以 看 作 点 而 位 于 坐标 
(z=0,y=0,z= 0) 的 原点 上 , 沿 z 轴 方 向 可 用 电场 来 描写 ， 即 在 > 
处 电场 随时 间 + 变化 的 电场 强度 为 
E= E, cos 2m(t 一 一 (6.8-1) 
zh E, 一 一 代表 原 人 射 光 强 度 。 
在 分 子 ( x =0) 处 的 电场 随时 间 的 变化 为 


E = E, cos 2mvt (6.8-2) 
Je]%fE2y AK th Pr E — Tau 1536 E 
u= E =a E, cos 2rvt (6.8-3) 


式 中 ” 呈 - 一 代表 分 子 极 化 率 。[a 的 SI 制 是 /4rs。, 忆 的 SI 制 是 五 
(4reu)72 ,的 SI 制 是 nr(4rss) -7Y2,es 为 真空 中 介 电 常数 8.854 x 
10- 法 / 米 ) 

候 定 分 子 是 各 向 同性 的 , 偶 极 和 矩 将 在 沿 z 轴 的 电 矢 量 方向 振 
荡 , 由 此 振荡 侦 极 所 产生 的 电场 振幅 (与 此 偶 极 距离  、 并 与 z 轴 偏 
振 方向 成 # 角 处 ) 是 


raEu4m sin 中 
E, =[ rx2 ] 


cos 2zv(t— —) | (6.8-4) 
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式 中 【 JJ 内 的 项 一 一 代表 散射 波 的 振幅 。 
由 振幅 平方 决定 散射 光 强 度 (每 平方 厘米 的 能 流 ) ,全 与 人 射 光 的 强 
B I 正比 于 它 振幅 E 立方 ) 之 比 为 
i _ (aE Asin $/rX a 16 a sin? g 
L F: I 
此 式 表明 ,散射 光 强 度 随 r 而 减少 ,并 随 波 长 的 减 小 而 迅速 增强 ， 
强度 还 与 中 角 方 位 的 观察 有 关 。 在 偶 极 振荡 方向 没有 辆 射 。 
通常 在 光 和 散射 实验 中 所 用 的 光 是 非 偏 振 的 ,il。 公式 可 被 推导 
而 得 . 


(6.8-5) 


i 8nto? 
(BE: (1 + cos20) (6.8-6) 
式 中 69 一 一 代表 入 射 光束 方向 与 观察 方向 间 的 夹 角 。 
散射 在 前 后 方向 上 是 对 称 的 。 公 式 描 写 了 光 被 一 个 各 向 同性 的 小 粒 
子 散射 ,生物 化 学 家 研究 溶液 和 利用 光 散 射 来 测定 溶质 分 子 的 一 些 
性 质 ( 如 相对 分 子 质量 等 ) 时 ,需要 大 分 子 群 散 射 时 呈现 的 信息 。 
6.8.2 大 分 子 深 液 的 瑞 利 散射 和 相对 分 子 质 量 关系 
倘若 溶液 是 稀 理 想 溶液 ,其 中 溶质 行为 呈现 独立 散射 体 ,并 假定 
粒子 比 波长 小 ,在 这 种 条 和 件 下 的 光 散 射 称 为 瑞 利 散射 。 从 (6.8-6) 公 
式 可 知 ,每 个 粒子 的 光 散 射 与 其 极 化 率 有 关 , 车 将 极 化 率 与 溶液 对 溶 
剂 的 折射 指数 的 超 量 联系 起 来 ,在 每 立方 厘米 溶质 粒子 数 N 的 情况 
下 ,可 有 如 下 公式 : 
n2— n = (n— n.)(n t n,) =4zNa (6.8-7) 
式 中 n 一 一 代表 溶液 折射 指数 ; 
n。 一 一 代表 溶剂 折射 指数 ; 
可 看 作 溶 质粒 子 的 极 化 率 对 介入 之 溶剂 分 子 极 化 率 
的 超 量 。 
将 (6.8-7) 式 变换 为 如 下 的 表达 式 : 
(n+n.)(n—n.) M 


{n+n)(n-n) c _ M 
s 4xrrc N 4rc E: W088) 
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式 中 ec ”一 一 代表 以 每 立方 厘米 克 数 表示 的 浓度 ; 
5 一 一 一 代表 溶质 的 比 折 射 指数 增 量 ; 


L 一 一 代表 阿 佛 可 德 罗 常 数 ; 
M 一 一 代表 溶质 相对 分 子 质量 。 


如 果 n 与 c 有 线性 关系 则 可 写成 9 ,而 N = 记 , 对 于 稀 深 液 n+ n, 
2n ,于 是 


a= 2 (95 M (6.8-0) 
将 上 式 代 入 一 个 粒子 光 散 射 公式 (6.8-6) 而 得 
L /SEY ME (1 1 Sep (6.8-10) 


如 果 每 立方 厘米 有 N 个 深 质 粒子 ,N= c Ë L 则 6 角 处 的 散射 光 
强度 为 ;的 N 倍 , 即 


is _ 22n2 (dn/de)2 
1 (nd (6.8-11) 


EC], 2 48 š CM 乘积 有 关 ,也 与 观察 处 的 6 角 有 关 , 这样 .散射 


的 前 后 向 是 不 对 称 的 。 组 合 某 些 实验 参数 为 瑞 利 比 , 此 量 Re( 瑞 利 
比 ) 定 义 为 


Rs = R= Ti yh (6. 8-12) 

于 是 = de), — KeM (6. 8-13) 
2 

其 中 = 2 (dn/de》 (6. 8-14) 


LM | 
此 式 展 示 , 利 用 光 散 射 的 测量 可 确定 溶质 的 相对 分 子 质量 。 对 非 理 
想 的 真实 溶液 ,测定 相对 分 子 质量 散射 公式 要 有 修正 项 , 即 
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r oats (6.8-15) 
式 中 《了 一 一 代表 第 二 维 里 系数 。 
显然 ,务必 在 多 个 浓度 上 测 得 散射 数据 ,并 外 推 至 c=0, 方 能 算得 相 
对 分 子 质量 。 
如 果 溶 质 相 对 分 子 质 量 是 非 均 一 的 ,从 光 散 射 法 得 到 的 是 一 质 
多 相对 分 子 和 质量 。 国 为 总 的 R, 值 必 然 是 各 不 同 相 对 分 子 质 量 的 溶 
质 组 元 的 Ra 之 和 , 即 
> eM, 
Ro = ZrRs = 2; KciM, = K s. c = K M,,c(6.8-16) 


上 式 是 在 低 浓 度 条 件 下 所 得 的 结果 ,其 中 还 假定 了 所 有 组 元 的 KK, 也 
就 是 dn/de 均 同 ,而 c 为 总 的 重量 浓度 ( c = > ec) 。 于 是 可 得 出 类 
同 (6.8-15) 形 式 的 修正 公式 : 


+2HBc t+… (6.8-17) 


测定 相对 分 子 质量 时 ,必须 在 一 些 浓 度 下 由 实验 参数 (参见 
6.8-12 公式 ) 确 定 Ro, 由 Kc/Re 对 c 作 图 外 推 至 c=0 的 截 距 中 求 
得 质 沟 相对 分 子 质量 。 测 量 光 散射 强度 时 一 种 光度 计 简 介 给 在 图 
6-29 中 ,散射 到 某 一 角度 (例如 90" ) 的 光 强 产 ;, 与 人 射 光 强度 地 相 
比较 ,散射 中 心 与 观察 处 距离 可 在 仪器 中 作 固 定 参 数 。 计 算 相 对 分 
子 质 量 尚 需 知道 dn /dc , 稀 溶 液 和 溶剂 之 间 的 折射 指数 相差 颇 小 ， 
通常 需要 使 用 一 种 差 示 折射 计 以 求 得 某 c 浓度 的 dn/dc 值 。 由 于 
淋 质 (例如 灰尘 ) 似 极 大 分 子 那 样 会 参与 人 实验 数据 中 而 导致 严重 的 
误差 ,所 以 溶液 在 使 用 前 必须 仔细 地 配制 并 过 滤 或 离心 ,以 保证 溶液 
极其 干净 。 

当 散 射 粒 子 比 入 射 光 波长 大 时 ,各 散射 中 心 是 在 分 子 内 部 ,可 以 
说 它们 或 多 或 少 地 彼此 固定 ,于 是 分 子 内 各 侦 极 不 同 相 地 振荡 ,不 能 
看 作 独 立 的 散射 体 , 必须 考虑 分 子 内 这 些 散 射 中 心 之 间 对 散射 光 的 
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图 6-29 光 散 射 光 度 计 简 图 


干涉 ,还 要 考虑 分 子 的 迅速 布朗 运动 而 具有 一 切 可 能 的 取向 ,所 以 情 
况 版 为 复杂 。 于 是 提出 了 可 网 光 散射 与 观察 角度 8 和 溶质 浓度 的 
近似 关系 式 


le Re £! ra +2Bc}  (6.8-18) 
式 中 Re 一 一 代表 大 分 子粒 子 的 阿 转 羊 径 。 

在 含有 N 个 分 子 的 溶液 中 可 用 分 子 内 成 对 的 质量 单元 河 的 距离 来 
表示 * 即 


(6.8-19) 


由 (6. 8-18) 式 可 知 ,证 与 观察 角度 与 溶质 浓度 均 有 关 。 除 了 全 
纵 坐 标 之 外 , 尚 需 两 个 坐标 (角度 和 浓度 ) ,让 角度 和 浓度 都 外 推 至 零 
才能 得 到 M,,。 齐 姆 (B. 开 .Zimm) 推 荐 了 同一 张 图 上 进行 两 种 外 推 
到 零 的 方法 ,图 6-30 示 出 大 分 子 光 散射 数据 的 齐 姆 图 之 例 ,这 是 纵 
坐标 Ke/Re 对 横 坐 标 (sin*9/2 + ke) 所 绘 之 图 ,其 中 的 k 是 任意 常数 ， 
此 图 取 k==2000, 可 得 到 一 较 方便 的 比例 尺 ,每 次 对 一 特定 的 8 各 c 
值 ,可 以 测定 一 Re 数据 ,例如 先 固定 某 一 浓度 测定 不 同 的 6 角度 之 
一 系列 点 (如 线 A) ,作成 线 A, 在 此 浓度 下 于 零 角 度 得 到 一 Ke/Ro 点 
( 即 图 上 Xs 点 )。 在 每 一 浓度 下 都 可 测 得 如 此 之 点 , 便 能 获得 0° 时 
不 同 浓度 下 的 一 条 线 , 它 代表 DNA 样品 在 备 种 浓度 和 零 角 度 上 的 
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一 系列 数据 , II 


5.08 15.7 

1. : 120.4 
11.9 ! 

+ 2Bec C=0 À `. loss 


(6. 8-20) 
这 条 线 外 推 盏 c=0 时 ,从 纵 坐 标 
( 突 ) 上 的 截 点 可 得 M., 即 质 均 相 


对 分 子 质量 ,并 由 此 线 斜 率 求 得 
Bç 


如 果 选 择 某 散射 角 测量 不 局 "0 9.2 04 06 90.8 
浓度 的 散射 光 强度 ,获得 一 系列 sinz( 3) 二 2000c 
点 组 成 的 线 B, 外 推 至 c=0 处 的 ”图 6.30 DNA 的 光 散 射 齐 姆 图 
点 Ys, 这 是 给 定 9 条 件 下 c>0 时 ”上 标 数 指 浓度 , 右 标 数 指 舱 度 
的 Kc/Rs 趋 近 值 ,在 一 系列 观察 角 6 所 得 到 之 c->0 时 的 Ke /R, 趋 近 
值 与 6 角 的 关系 式 为 

2 
s | (6.8-21) 
由 此 式 作 线 的 截 点 可 检验 M,, ,其 斜率 可 得 Rc 信息 。 

从 (6.8-21) 式 可 见 , Re 是 一 个 有 关 粒 子 大 小 和 形状 的 信息 量 
( 见 表 6-10 各 种 形状 的 Re 和 粒子 大 小 的 关系 )。 综 上 所 述 , 表 明光 
散射 也 是 一 种 确定 粒子 重量 和 大 小 的 方法 。 由 于 小 分 子 的 散射 能 力 
低 和 极 大 的 大 分 子 之 复杂 性 ,使 光 散 射 方法 的 应 用 受到 了 限制 ,实验 
中 因 光 的 衍射 效应 而 难 在 小 于 5 散射 角 情况 下 测量 。 

表 6-10 各 种 形状 粒子 的 Re 和 大 小 间 的 关系 


we Re 大 小 的 符号 
球 w375R R= 球 半径 
长 圆 棋 球 V2+Y 2f5a 轴 为 2a,2a、Y2al?Y 为 倍数 ) 
fk KEE [ L/ 12 L= 棒 长 
无 规 线 团 (h°)! /./b h° = FJ Jy Sq [B] BE 
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6.8.3 小 角 X- 射 线 散射 

由 可 匈 光 散射 的 角 关 系 来 测量 Ro 小 于 约 10nm 的 粒子 相对 分 
子 质量 时 ,上 述 方法 不 能 使 用 了 。 因 为 以 上 方法 的 分 辩 能 力 与 (Ray 
2 有 关 。 例 如 ,蛋白 质 与 核酸 者 用 约 低 于 300nm( 或 毫 微 米 ) 辐 射 
波 即 开始 有 非常 强烈 地 吸收 ,而 稍 低 于 200nm( 纳 米 ) 处 水 和 空气 等 
几乎 每 种 物质 雹 很 强烈 地 吸收 ,只 有 达到 X 射线 波长 条 件 下 方 能 在 
颇 小 的 角度 上 进行 散射 测量 ,也 才 人 允许 外 推 到 c=0( 零 角 散 射 ) 来 计 
算 相 对 分 子 质 量 。 通 常 使 用 的 X- 光 为 Cu-a 辐射 (波长 0.154nm), 
而 核糖 核酸 相对 分 子 质量 为 13683) 的 横 间 距 是 10 倍 和 数量 级 , 散 
射 几乎 完全 局 跟 在 一 很 窗 的 角度 范围 内 。 

使 用 X- 射 线 的 散射 方法 ,情况 则 不 一 样 了 。 根 据 经 典 理 论 , 单 
个 电子 的 X- 射 线 在 6 角 处 散射 强度 i.(9) 为 


2 
(6) = (+g) (6. 8-22) 


式 中 é 一 一 代表 电子 电荷 ; 

c 一 一 代表 光速 。 
对 于 一 个 含有 mn 个 电子 的 分 子 ,每 立方 厘米 有 N 个 分 子 的 1 立方 厘 
米 溶液 的 散射 强度 ( 相 加 性 ) 为 (以 6 为 零度 来 表达 ) 

e s POS eN (6.8-23) 
研究 深 流 中 的 分 子 散 射 , 若 用 n- ne 代替 hn, 即 溶质 分 子 超过 它 所 置 
换 的 溶液 体积 之 电子 数 ,并 以 (n -no/M) 表 示 之 ， 
N= Le/M 

式 中 M 一 一 代表 质 均 摩尔 质量 (M,,)， 

c 一 一 代表 重量 浓度 。 
实际 上 ,(n 一 n,)/M 是 与 化 学 组 成 有 关 ,可 视 为 原子 数 与 相对 原子 质 
量 之 比 , 于 是 公式 可 转 写 成 


i e 2 n no 
(0)=3( 3) 1 M Mc (6.8-24) 
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由 ifo) 对 = 作 图 外 推 至 c=0 , 才 可 在 斜率 中 计算 M。。 

从 极 小 角度 里 的 19) 与 散射 角 关 系 中 可 求 出 回转 半径 R, 45 
过 ,考虑 到 件 展 了 的 粒子 ,习惯 上 ,要 将 公式 稍 作 改 动 ,以 P(9)( 实 际 
上 还 是 i( 站 ] 与 6 关系 式 作 图 求 出 ,P(9) 是 在 6 角 方 同 上 的 散射 强度 
i(9) ,与 粒子 具有 同样 的 相对 分 子 质 量 以 及 相同 的 散射 偶 极 ,但 大 小 
与 相 比 是 无 穷 小 { 即 紧密 粒子 ) 时 所 观察 到 的 散射 强度 之 比 。 任 何 
粒子 P(9) 与 9 关系 式 可 导出 为 


In P(0) = 一 


式 中 Ro 一 一 代表 粒子 大 小 。 
也 就 是 说 ,jn i(6) 对 sin26/2 作 图 可 得 一 条 截 于 In i{0) 和 斜率 为 
一 16n*RE/3 对 的 直线 ,由 此 得 出 Ro. 3 6-11 给 出 了 由 散射 方法 得 
到 的 某 些 物 质 的 相对 分 子 质量 与 粒子 大 小 。 

表 6-1i 光 散 射 和 小 角 X-9F2& 


16n* REsin?0/2 


3 (6.8-25) 


样品 _— M. Ro(om) 
溶菌 酶 ” I .52 
p-YLUFR KE 2.17 
IL 38 Ea #Ë ÉI ` 2.98 
了 遇 球 蛋白 46.8 
DNA 117.0 
烟草 花 叶 病 毒 92 .4 
葛 下 黄花 叶 病 毒 ” 10.4 


[ 埃 (A) =0.1lnrn] 
* “有 划 线 的 值 是 由 小 角 X 射线 散射 得 出 


虽然 散射 方法 还 不 能 得 出 粒子 形态 大 小 的 详细 细节 ,不 过 还 是 
能 提供 确定 像 长 形 粒子 的 截面 积 和 单位 长 度 的 质量 等 信息 。 
6.9 X- 射 线 衍 射 法 


X- 射 线 衍 射 对 生物 化 学 领域 中 有 关 物 质 ,例如 球状 蛋 日 质 等 大 
" 321 。 


分 子 唱 体 结 格 的 研究 ,取得 了 突破 性 进 骨 后 ,从 大 分 子 趣 体 的 网 孔 和 
分 子 编织 中 获得 了 有 用 的 信息 , 现 已 成 为 研究 生物 化 学 中 蛋白 质 链 
的 所 有 残 基 在 空间 位 置 和 酶 活性 部 位 的 有 力 工具 。 近 年 来 所 得 到 的 
关于 蛋白 质 催 化 活性 和 其 它 功 能 活性 的 许多 知识 ,都 是 从 了 解 蛋 白 
质 的 三 级 结构 中 得 到 的 。 有 关 结 构 上 的 信息 已 对 现代 生物 化 学 产生 
了 巨大 的 影响 。 但 X- 射 线 衍 射 毕 竟 是 一 种 复杂 和 困难 的 物理 技术 ， 
在 此 只 能 作 一 般 性 地 介绍 , 想 深 入 掌握 者 尚 需 阅 读 有 关 专 著 。 
6.9.1 X- 射 线 衍射 的 基础 知识 
倘若 郧 体 被 描绘 成 一 组 均匀 相间 的 反射 面 ,X- 射 线 以 8 角 入 射 
在 这 些 反射 面 上 ,并 以 6 角 反射 时 , 角 6 必需 满足 布雷 格 定律 的 条 件 
才 会 使 反射 波 增强 , 即 
2dsin 日 = nA (6.9-1) 
这 里 > 是 整数 ,只 有 当 相 间 的 两 反射 平面 使 光速 的 上 路程 差 ( 见 图 6- 
31) 是 波长 A 的 整数 倍 时 才 会 
增强 反射 光束 。 对 于 含有 许 
多 原子 排列 平行 面 的 很 大 而 
完整 的 晶体 ,在 一 切 不 严格 满 
足 此 条 件 的 角度 上 ,反射 光 将 
彼此 产生 相 消 的 干涉 。 
为 了 理解 X- 射 线 衍射 ,可 图 6-31 布雷 格 方程 图 介 
参 比 可 见 光 光学 显微镜 的 原理 。 来 自 点 光源 的 可 见 光 投 射 到 所 要 测 
试 的 物体 上 , 当 光 波 遭 遇 物 体 后 , 便 从 物体 上 散射 出 来 ,物体 的 每 一 
部 分 成 了 新 光源 ,不 过 散射 光 


—< U ` 组 波 已 包含 了 有 关 物 体 结构 的 
(C= #ÉERRzc 全 部 信息 。 如 用 透镜 把 散射 
光波 收集 起 来 ,并 加 以 重新 组 

物体 图像 合 起 来 即 形成 了 一 幅 物 体 的 


8 t 
放大 图 像 ( 参 见 图 6-32)。 可 


图 6-32 光学 显微镜 是 蛋白 质 尽 管 称 为 相对 分 子 
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质量 很 大 的 大 分 子 ,但 它 的 大 小 对 比 可 昂 光 波长 依然 是 很 小 的 。 任 
何 成 像 系统 需要 获得 清晰 度 或 所 谓 的 分 辨 率 , 均 取决 于 投射 到 物体 
上 的 入 射 光波 长 , 即 所 需 分 辩 率 等 于 二 分 之 一 人 射 光 波长 ( 4/2)。 可 
见 光 的 4 在 400 一 700nm ,显然 可 见 光 显微镜 是 不 能 分 辨 分 子 中 原子 
排 布 结 构 细 节 的 。 金 属 原 子 被 激发 所 发 出 的 X- 射 线 ,其 波长 在 
0.1lnm 一 零点 几 个 nm 范围 内 ,相当 于 原子 间 下 ,可 以 达到 分 辩 率 的 
要 求 。 这 种 波长 范围 的 光 , 能 从 和 蛋白质 分 子 三 维 周期 性 有 序 排列 所 
组 成 的 单 晶 获得 有 利于 分 析 的 重组 图 像 。 

X- 射 线 衍射 是 一 种 散射 现象 ,如 果 波 长 与 晶体 结构 的 周期 性 间 
隔 相 比拟 时 ,散射 光 在 晶体 内 部 干涉 和 增强 都 有 有 可能。 假设 最 简单 
的 周期 性 结构 是 一 烈 均匀 相间 隔 的 一 维 散 射 中心 , 受 到 垂直 于 原子 
列 方向 的 人 射 X- 射 线 的 照射 ,产生 了 衍射 {参见 图 6-33) ,这些 散射 


电子 密度 图 


0-33 
(a ) 一 - 列 散射 中 心 的 衍射 ( 因 y 角 使 路 程 盖 =] 入 时 增强 ) (b )X- 射 线 单 品 衍 射 
的 成 从 过程 


-中心 将 在 所 有 方向 上 散射 , 某 些 方向 上 会 出 现 散 射 射线 的 增强 ,但 这 
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只 能 是 符 会 相 邻 原子 散射 射线 问 路 程 差 相当 于 波长 的 整数 倍 条 件 时 
才 发 生 , 即 
lÀ = c cos Y (6.9-2) 
式 中 1 一 一 代表 一 个 整数 。 
在 原子 列 非常 长 , 则 在 所 有 其 它 角度 上 衍射 因 干 涉 而 将 完全 潭 灭 。 
于 是 ,由 一 列 原 子 {一 维 散 射 中 心 ) 上 所 散射 的 射线 只 说 贺 锥 面 散射 ,并 
当 垂 直 于 人 射 射 线 方 辑 的 照相 底板 (或 屏幕 ) 相 截 ,将 呈现 双 曲 线形 
的 层 线 十 底板 上 (图 634)。 然 这 些 底板 上 的 层 线 的 间 忠 趋 于 与 
cos y 成 正比 , 则 也 就 正比 于 1/c。 因 此 ,晶体 中 心 的 间隔 与 衍射 图 形 
上 的 间隔 形成 鲍 易 空间 关系 , 即 蝇 体 中 间 山 较 小 则 在 衔 射 图 形 上 呈 
现 间 隔 较 大 , 反 过 来 ,晶体 中 较 大 的 间隔 却 在 衍射 图 形 中 反映 成 间隔 
较 小 。 
6.9.2 封 ' 劳 龙 方程 
如 果 人 射 射 线 与 散射 体 列 形成 册 角 而 不 是 90 ,那么 ,公开 
(6.9-2) 便 要 修改 成 
|J= c(cos Y — cos Yo) (6.9-3) 
对 于 在 x 和 z 方 向 上 间隔 分 别 为 a 和 cc 的 二 维 阵列 , 则 必须 同时 满 
足 两 个 方程 ; 
hÀ = a(cos ç — cos ao) 
(6.9-4) 
JA = e(cos Y — cos Y) 
(6.9-3) 
按照 上 述 钠 公式 的 条 件 , 只 有 洛 着 
射 中 心 衍 射 的 圆锥 相 截 的 线 才 发 
生 增强 [ 见 图 633(b)], 处 在 平行 
于 二 维 阵列 位 置 的 照相 底板 上 将 
出 现 斑 点 。 
如 果 使 用 z、y 和 > 方向 上 的 F86-34 一 列 散 射 体 的 入 射 贺 锥 
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[JEE EJE ab 和 c 的 三 维 阵 列 此 体 (例如 斜 方 唱 体 ), 则 除了 需要 
满足 上 述 (6.9-3) 和 (6.9-4) 两 公式 外 , 尚 须 满足 第 三 个 方程 , 即 

kA= b(cos B 一 cos R.) (6.9-5) 

以 上 的 (6.9-3)、(6.9-4) 和 {6.9-5) 三 个 方程 通称 为 封 : 劳 厄 方 答 。 根 

i 

XS + Ë + Li 0 (6.9-6) 

括号 中 的 表达 式 一 般 表 示 具 有 和 密 勒 指数 为 h、k,l 的 平面 之 间距 离 的 
倒数 。 如 不 是 斜 方 晶体 相当 于 (6.9-6) 的 开 达 式 那 就 更 复 来 些 

对 于 任何 取向 的 此 体 , 不 可 能 同时 满足 封 ' 劳 厄 方程 ,只 有 当 品 

体 相对 于 入 射 射 束 取 某 种 取向 时 才 会 发 生 增 强 作用 。 例 即 平 行 于 = 

和 yy 轴 而 垂直 于 x 轴 的 100( 代 表 密 勒 指数 hki, 见 图 6-35) 平 面 ,在 与 

入 射 久 - 光 东 方向 成 某 68 角 时 才 可 能 有 来 自 该 平面 的 衍射 ,此 角 必须 


满足 这 组 平面 的 号 =2sin 9 条件。 垂直 于 y 轴 的 010 平面 如 能 满足 
kA/b= zsin8 条 件 , 则 在 照相 底板 上 也 就 会 出 现 相应 的 斑点。 
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图 6-35 边 长 为 abc 的 斜 方 单 昌 可 能 有 的 密 勤 指 煞 平面 
按 倒 易 空 间 慨 念 ,如 平 画 截 籼 于 s/h,b/k、eAl, 则 该 平 而 的 密 勒 指数 为 tk.1 
现在 实验 技术 的 发 展 ,人 们 可 以 利用 计算 机 将 晶体 在 各 个 方向 
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y 


k 
hz 


324.4 


上 散射 疲 重组 ,汇集 入 射 图 以 再 现 蛋 白质 分 于 的 三 维 图 像 及 有 关 信 
息 数 据 。 

6.9.3 XXX- 射 线 衍射 的 实验 技术 及 其 在 蛋白 质 分 析 方 面 的 应 用 

首先 要 制 取 适合 于 XX- 射线 研究 的 蛋白 质 品 体 ,可 以 采用 多 种 方 
法 ,其 重要 目的 在 于 创造 一 种 环境 使 分 子 以 特定 方式 相互 连接 成 为 
三 维 有 序 排列 。 一 般 用 溶剂 微 扰 法 使 蛋白 质 在 结构 完整 的 状态 下 析 
出 。 用 于 X- 射 线 入 射 研 究 的 典型 蛋白 质 晶 体 大 级 含有 102 个 蛋白 
质 分 子 , 沿 每 一 晶 棱 排列 约 有 104 个 分 子 ,使 边 长 为 0.5mm 左右 。 
为 使 结晶 蛋白 质 处 在 一 种 与 自由 溶液 无 实质 竹 差 别 的 环境 中 , 则 需 
BEL s k 48 20% 至 70% A4345 17839]. 

供 蛋 白质 晶体 研究 用 的 X 射 线 , 通 常 是 由 高 压 (一 
击 铜 靶 所 产生 的 特征 性 霹 X- 射 线 , 和 =0.154nm。 

为 了 能 使 样品 取向 按 布雷 格 条 件 获 得 衍射 图 形 ,常用 方法 是 旋 
转 曲 体 法 ,或 者 用 一 种 由 许多 小 而 取向 无 规则 晶体 组 成 的 粉 未 法 ,不 
过 粉末 法 入 射 图 虽 也 能 反映 晶 格 间 踊 ,但 不 像 单 晶 照相 那样 容易 识 
别 。 

关于 蛤 白质 晶体 的 X- 射 线 衍射 图 是 由 不 同 强度 的 有 规则 感光 
点 所 组 成 ,参见 图 6-36 S£ F ift ña TK X- 射 线 街 射 示意 图 。 由 于 量 体 重 
复 单元 的 散射 波 相 清 干 涉 ,产生 了 一 系列 有 规则 的 斑点 。 该 衍射 图 
所 示意 的 晶体 ,其 重复 单元 (或 晶 胞 ) 含 有 4 个 对 称 排列 的 蛋白 质 分 
子 , 所 以 该 晶体 衍射 加 中 斑点 强度 也 显 出 相应 的 对 称 形态 。 根 据 衍 
射 班 点 间距 离 与 晶体 重复 单元 ( 即 晶体 的 最 小 组 成 部 分 ,通称 蝇 胞 ) 
的 实际 尺寸 成 反比 关系 ,可 以 推 知 晶 胞 的 尺寸 及 其 连续 重复 的 分 子 
排列 堆积 的 整个 结构 情况 。 和 衍射 斑点 强度 的 大 小 还 包含 有 关 和 蛋 和 白质 
详细 结构 的 信息 。 这 可 用 照片 黑 度 计 或 内 炮 计 数 器 对 每 个 斑点 扫描 
检测 ,并 收集 所 有 斑点 的 强度 数据 进行 计算 晶体 的 电子 密度 图 ,从 而 
再 现 蛋 白质 的 结构 。 使 用 不 同等 级 的 分 辨 率 来 计算 将 导致 精细 结构 
的 呈现 水 平 有 很 大 的 不 同 。 靠 近 原 点 的 衍射 强度 数据 反映 的 是 分 辩 
力 较 低 的 分 子 大 范围 结构 形态 ,而 洁 近 边缘 的 那些 数据 才 是 对 应 于 
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图 6-36 X- 射 线 品 体 衍射 示意 图 

斑点 说 的 距 议 与 晶体 的 晶 驳 只 二 或 反比 , 商 点 对 称 性 { 见 两 镜面 ) 与 席 改 沿 镜 轴 间 

隐 性 出 现 以 及 手 点 强度 和 离 中 心 远近 含有 分 子 结 愧 有 闫 的 信息 
较 精细 结构 形态 的 。 

纤维 的 X- 射 线 衍射 的 情况 介 于 单 晶 和 粉末 法 之 间 , 纤 维 结构 在 
垂直 于 缂 维 轴 的 方 癌 上 或 多 或 少 都 有 些 规则 性 ,在 沿 纤 维 轴 方 向 也 
可 能 有 某 种 规则 性 。 因 为 有 些 生 物 聚 合 物 从 溶液 中 抽出 丝 时 就 会 产 
生 某 些 取 疝 的 喘 体 部 分 ,而 纤维 中 各 种 取向 程度 不 同 的 晶体 ,在 入 射 
图 形 上 会 表现 出 环 状 . 弧 状 或 次 点 状 ,图 6-37 是 丝 纤 蛋 白 的 8B 结构 
所 呈现 的 衍射 图 形 。 在 纤维 轴 的 垂直 线 ( 所 谓 子 午 线 ) 上 0.35nm 处 
有 一 反射 感光 图 形 , 这 0.35nm 相当 于 氨基 酸 的 重复 距离 。 在 
0.7nm 妈 相 当 于 两 个 残 基 重 复 距 离 的 高 度 上 也 可 看 到 感光 图 形 。 
在 赤道 线 上 的 反射 图 形 相 当 于 不 同方 向 的 链 间 间隔。 

图 6-38 为 DNA 入射 图 形 ,其 特征 是 从 藉 点 出 发 旦 对 和 角 线 丙 点 
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行列 ,这 是 典型 的 螺旋 形 纤 
维 状 样品 的 衍射 图 形 。"X” 
图 形 与 赤道 平面 所 成 的 角 
非常 接近 昌 旋 的 倾 任 角 , 斑 
点 离 赤 道 平 面 的 阜 直 距离 
的 倒数 相当 于 沿 螺旋 轴 的 
重复 距离 。 由 此 衍射 图 形 
会 提供 螺旋 结构 细节 的 信 
ËL. 

对 于 那些 链 的 结构 以 
复杂 方式 盘 绕 和 折合 起 来 
的 像 细 胞 色素 这 样 的 酶 分 
于 ,并 不 具有 简单 重复 的 三 
维 结构 ,因而 为 了 推定 详细 
结构 必须 利用 衍射 照相 中 
具有 的 尽 可 能 多 的 信息 , 即 


图 6-38 i@ DNA 纤维 的 X- 射 线 衍射 示意 
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图 6-37 TE E B £SM98)EFHETDIZR3E 


不 只 是 计算 斑点 的 间隔 , 还 
要 检测 斑点 强度 ,这 将 涉及 
来 自 单 胞 中 不 同 相 位 ,散射 
能 力 不 同 的 中 心 ( 妈 原子) 
所 反射 出 许多 振幅 不 同 的 
波 而 提供 的 贡献 。 所 以 还 
要 采取 一 些 复杂 的 措施 , 例 
如 测量 重 原子 同 曲 型 置换 
后 的 蛋白 质 唱 体 入射 图 形 ， 
与 天 然 的 重 白 质 衍 射 图 形 
比较 ,并 测量 这 些 衍射 图 形 
包括 斑点 强度 ,推算 重 原子 
的 位 置 及 这 些 反 射 中 心 的 


反射 相位 ,然后 通过 富 氏 级 数 去 获得 试验 竹 的 电子 密度 分 布 图 , 它 可 
内 下 式 表 示 : 


] -2 DE 
tl v > 2 F(hkl)e 2 (hx/a)+(ky/b)+(b/c) ]+ucap 


式 中 V 一 一 代表 单 胞 体积 ; 
F(hki} 一 代表 hkl 表面 房 的 振幅 , 称 为 结构 因子 ; 
a (hk 一 一 代表 F(hkl) 的 相位 角 。 
再 进一步 利用 此 图 使 计算 精确 化 ,从 而 可 结合 蛋白 质 的 一 级 结构 ( 顺 
序 排列 水 平 ) ,确定 蛋白 质 的 高 级 (二 级 \ 三 级 等 ) 结 构 。 
如 采 一 旦 测试 出 蛋白 质 的 天 然 结构 ,就 能 将 各 种 不 同 的 辅助 因 
子 或 底 物 类 似 物 结合 到 晶体 内 的 分 子 上 去 , 便 可 从 衍射 斑点 的 强度 
计算 出 新 电子 密度 图 而 探 明 天 然 蛋 白质 与 其 辅助 因子 或 底 物 分 子 间 
相互 作用 情况 ,可 为 了 解 蛋 白质 的 许多 催化 性 质 和 其 它 功 能 性 质 提 
供 主要 基础 。 
以 上 仅 介绍 了 在 生物 学 和 生物 化 学 研究 领域 中 所 使 用 的 一 些 技 
术 和 方法 ,在 世界 科学 技术 不 断 迅 速 地 发 展 的 今天 , 随 着 科学 技术 的 
进步 ,将 会 开拓 更 多 的 科技 方法 ,应 用 于 生物 学 与 生物 化 学 领域 的 研 
3 


生物 物理 化 学 是 一 门 理论 与 研究 方法 密集 的 科学 。 要 揭 开 生物 
过 程 的 奥秘 ,并 对 其 进行 解释 ,不 仅 需要 理论 ,而 且 也 需要 研究 方法 ， 
于 是 本 章 介绍 和 阐述 了 分 子 生 物 学 中 较 常 用 的 各 种 物理 化 学 研究 方 
法 和 技术 。 科 技工 作者 必须 通过 各 种 可 能 的 手段 { 包 括 标记 方法 ) 对 
有 关 生 物 过 程 进行 测试 ,并 以 测试 结果 为 依据 ,从 中 获得 信息 ,才能 
探索 其 机 制 , 从 而 提高 到 理论 认识 。 人 们 一 旦 掌握 了 生命 过 程 的 分 
于 生物 学 理论 ,就 能 对 人 类 的 健康 事业 作出 更 多 的 贡献 。 
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第 七 章 ” 香 白 质 的 结构 与 一 般 性 质 


所 有 生物 最 基本 的 分 子 基 础 是 蛋白 质 与 核酸 两 类 生命 大 分 子 ， 
它们 形成 高 级 的 生命 活动 物质 ,必须 通过 电子 显微镜 各 X 射线 衍射 
分 析 技 术 等 , 方 能 分 辨 与 功能 密切 有 关 的 高 级 结构 。 本 章 着 重地 讨 
论 了 和 蛋 日 质 的 结构 与 一 般 性 质 。 


7.1 有 蛋白质 的 一 级 结构 


7.1.1 蛋白质 的 构建 简介 

蛋白 质 是 细胞 内 含量 最 高 的 组 分 , 酶 .抗体 、 多 上 肽 激素 .输送 媒介 
等 都 是 由 蛋白 质 构成 的 。 蛋 腿 质 是 在 结构 与 功能 上 种 类 最 多 的 一 类 
分 子 , 它 们 活 既 于 一 切 生 命 体 系 中 起 着 关键 的 作用 ,天 然 蛋白 质 的 水 
解 终 产物 已 发 现 有 20 多 种 不 同 制 链 ( 即 R 基 ) 的 氨基 酸 { 名 称 见 表 
2-4 和 表 2-5) ,说 明 组 成 蛋白 等 的 基本 分 子 单位 是 氨基 酸 ,每 个 氨基 

六 条 部 

酸 通 过 它们 的 酰胺 键 ( 58 称 肽 键 ) 与 20 余 种 不 同 


的 侧 链 (R 基 ) 和 氨基酸 中 的 另 一 个 相 结合 ,任何 数目 的 氨基 酸 都 能 以 
这 种 方式 连接 成 一 条 多 肽 链 。 一 般 将 低 于 20 个 左右 氨基 酸 长 度 的 
短 链 称 为 肽 , 含 50 一 100 个 氨基 酸 的 链 是 小 的 蛋白 质 分 子 ,例如 核糖 
核酸 酶 (RNase) 含 有 124 个 氨基 酸 。 大 的 蛋白 质 分 子 要 含有 300 个 
以 上 的 扯 基 酸 , 肌 球 蛋白 是 肌肉 蛋白 质 中 最 大 的 一 条 多 肽 链 , 约 有 
1750 个 氨基 酸 组 成 。 

一 般 , 肽 链 孝 有 一 个 游离 的 氨基 和 游离 的 羧基 分 别 置 于 两 末端 ， 
称 为 末端 氨基 (N 一 未 端 ) 和 末端 着 基 {C 一 末端 }。 它 们 赋 耶 肘 链 在 
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不 同 的 pH 等 条 件 下 具有 有 不同 带电 的 电离 特性 。 组 成 蛋白 质 的 常见 
20 种 氨基 酸 中 除了 甘氨酸 有 两 个 相同 的 取代 基 之 外 ,都 有 一 个 连接 
四 种 不 同 取 代 基 的 不 对 称 碳 原 子 , 它 就 是 使 氨基 酸 具 有 手 性 特征 的 
a- 碳 原子 。 异 亮 氨 酸 和 苏 氨 酸 还 带 有 第 二 个 不 对 称 碳 原子 。 相 接 氨 
基 酸 所 形成 的 肽 键 { 一 人 CO- 一 NH- 一 具有 部 分 双 键 的 性 质 ,使 肽 键 与 
有 关 原 子 处 于 一 个 平面 上 ,如 图 7-1 例 所 示 : 


LA A HA e 丝氨酸 S= 

1.53 1. 455 ; 

6 9 ue UP: 0 Pn. 3 Oa. 
` f -| KO cu 1 "Pea paspa X Ñ I a C 
A Dep Te ts 
oO se uy a O H O 
0 HCCcH ): 120. 5° / HiCOOR HI ` H,C.CH, (CH,), NH 


as eE em NB: 
图 7-1 多肽 链 片段 示例 中 氨基 酸 的 连接 与 肽 键 平面 简况 

(C—N 肽 键 是 ] .325A 而 不 是 单 键 1.47A)。 必 表示 该 单 键 可 旋转 LN 一 C, 和 C—C, 

键 以 C。 为 顶点 作 旋 转运 动 ,旋转 角度 ;后 者 为 构象 角 山 前 者 为 扭转 角 $ (À = 

0.1nm) 
3 88 , + RE FI PF88484 É) P) FEFzE B⁄ 25 3ER0 R pRUH1E BS KF: ,蛋白 质 内 
的 氨基 酸 顺 序 称 为 该 分 子 的 一 级 结构 ,构成 一 级 结构 键 是 共 价 键 , 包 
#C—C.C—H.C—N.N—H.C—O.O—H.S—H.C = N.C = O 
等 键 , 还 有 连接 多 肽 链 内 和 链 间 的 S—S 键 。 它 们 的 键 能 约 在 8.4 一 
12.5kJ/mol 范围 。 f 

蛋白 质 不 是 简单 的 链 状 伸展 分 子 , 它 的 立体 结构 可 以 有 构 型 不 

同 , 即 任 何 一 个 不 对 称 碳 原子 上 连接 的 各 原子 或 取代 基 团 的 空间 取 
向 ,都 可 能 有 两 种 不 同 的 空间 排列 而 形成 两 种 不 同 的 构 型 ,也 就 是 


R; ia 
í Rs 和 有 人 
.RI R. Rs R, 


构 型 的 转变 需要 进行 共 价 键 的 破裂 和 重组 。 此 外 ,以 共 价 键 相连 的 
€ 331. 


碳 原子 上 各 原子 或 取代 基 团 ,伴随 着 单 键 旋转 可 形成 无 数 个 空间 相 
对 排列 的 立体 结构 即 无 数 个 构象 。 构 象 的 改变 不 党 共 价 键 的 破裂 和 
重组 ,不 过 ,并 非 所 有 构象 都 能 稳定 地 存在 ,通常 连接 单 键 结合 的 两 
碳 原子 上 的 六 企 取 代 基 团 或 原子 呈 交 叉 型 构象 是 最 稳定 的 ,而 重 且 
型 的 最 不 稳定 , 见 以 下 所 示 : 
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多 肽 和 蛋白 质 主 链 中 的 肽 键 具 有 部 分 双 键 性 质 , 而 且 分 子 主 链 上 还 
有 庞大 数量 的 人 出 链 彼此 影响 而 相互 限制 ,使 蛋白 质 只 能 存在 少数 几 
种 甚至 仅 一 个 构象 ,蛋白 质 以 特定 的 构象 存在 时 才 会 呈现 出 特异 性 
的 生理 活性 。 

由 于 多 肽 链 链 内 或 链 间 存在 荷 电 基 团 ,于 是 链 内 或 链 问 有 可 能 
存在 静电 作用 的 力 ( 通 称 盐 键 , 如 一 NH5 … ”OOC 一 ， WNC = 
NH …- OOC 一 ) ,这 种 力也 可 能 在 荷 电 基 团 与 偶 极 基 团 、 或 偶 极 基 
团 与 偶 极 基 团 之 间 发 生 。 链 内 的 静电 作用 比 链 间 的 强 。 对 于 多 肽 链 
分 子 还 存在 范 德 华 力 (如 一 CEH2OH…HOCH: 一 ) ,在 链 内 的 基 团 间或 
分 子 链 间 都 可 能 有 范 德 华 的 吸引 或 排斥 力 , 特 别 是 一 些 庞 大 基于 的 
色散 偶 极 和 诱导 偶 极 间 会 呈现 出 主要 药 范 德 华 作用 力 。 通 常 ,发 生 
在 氨 原 子 或 氧 原子 的 未 成 键 孤 电子 对 与 NH sk OH 中 的 氧 原子 间 还 
存在 氢 键 的 相互 吸引 作用 (如 —Ç 〇 》OH… O00 一 )。 此 外 , 玻 水 
基 团 阅 也 存在 相互 作用 力 ,俗称 疏水 “ 键 ” ,这 种 朴 水 作用 力 的 实质 是 
呈现 玻 水 基 团 相 素 集 的 力 (如 —(O (O ,一 CH…CH 一 ， 
一 CHCR3CH2CH3… HsCCHCH2CHSs ), 它 与 溶剂 有 密切 关系 。 除 
此 之 外 , 还 可 能 有 二 硫 键 (如 一 CHS 一 SCH: 一 ) 或 酯 键 ( 如 一 

CH2COO 一 CH 一 ) 的 存在 。 多 肘 链 在 一 级 结构 的 基础 上 按 一 定 的 
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规律 折 秋 或 蝶 旋 而 形成 链 的 不 同 构象 , 即 称 为 肤 链 的 二 级 结构 ( 它 主 
要 是 依靠 氢 键 有 规则 维系 的 ) ,然后 ,二 级 结构 单元 间 因 肽 链 于 性 和 
减少 分 子 开 水 表面 的 效应 而 形成 结构 域 ,进一步 在 三 维 空间 中 卷曲 
盘 绕 而 联合 形成 整体 排 布 的 三 级 结构 。 甚 至 多 个 蛋白 质 分 子 链 即 午 
白质 亚 基 集合 ,共同 形成 更 高 一 级 的 结构 (如 四 级 结构 ), 它 可 为 蛋白 
质 功 能 的 修饰 提供 结构 基础 。 和 生 质 的 折 和 登 盘 绕 最 终结 时 反映 了 相 
互 依 存 的 各 种 作用 之 共同 参与 ,这 就 造成 了 蛋白质 结构 的 复杂 性 。 
-所 有 和 蛋白 质 都 由 于 它 的 特定 结构 和 构象 而 表现 出 特异 性 生理 活性 。 

7.1.2 肤 链 与 蛋白 质 的 一 级 结构 示例 

天然 多 肽 链 或 蛋白 质 的 一 级 结构 是 由 20 余 种 -氨基 酸 中 部 分 

《 按 不 同 的 特定 顺序 排列 ) 参 与 组 成 的 , 详 见 第 二 章 2.4。 此 外 ,还 有 
焦 谷 氮 酸 ( 暂 以 Pgl 代表 ) 和 一 些 不 常见 的 鸟 毛 酸 、 瓜 毛 酸 等 。 

催产 素 (Oxytocin) 是 一 个 七 种 从 个 氨基 酸 构 成 的 多 肽 链 , 它 有 
调节 代 澳 ,使 子宫 和 乳腺 平滑 肌 上 收缩 的 功能 , 称 作 脑 下 慌 体 后 叶 激 
素 。 它 的 -- 级 结构 示意 如 下 : 


Cys - Tyr ° Ile * Gn: Asn * Cys* Pro * Leu * Gly —NH; 
|: 2 
š: 
从 左 到 右 按 顺序 以 羧基 与 氨基 缩合 成 一 C 一 N 一 key x , IR Fy: rh 
两 个 半 胱 氨 酸 上 侧 基 一 CE 一 SH 以 二 硫 键 一 SS 一 在 肽 链 内 连接 ， 
使 该 肽 链 必 然 卷 曲 。 

从 醇 母 等 提取 的 谷 胱 甘 肘 (Glutathione, GSSG), 是 由 谷 氨 酸 全 
基 的 y 瑞 上 的 送 基 与 半 胱 氮 酸 的 a- 氨基 缩合 成 y 肽 键 , 而 半 胱 氨 酸 
a 醚 上 的 羧基 又 与 甘氨酸 x- 氨基 缩合 ,形成 谷 氮 酸 、 半 胱 氨 酸 和 甘 毛 
酸 所 组 成 的 小 肽 ,两 个 如 此 的 小 肽 依靠 半 脱 氨 酸 侧 基 一 CH 一 SH 上 
的 琉 基 结合 成 肽 间 二 硫 键 。 它 的 一 级 结构 为 
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COOH 


H, NO OCO COOH 
H, ¿cr S—CH; 


H, NCTC s COOH 


COOH 
y- UL 半 脱 氨 聊 H 氨 Fë 


牛 胰岛 素 是 由 51 个 气 基 酸 组 成 的 ,相对 分 子 质量 为 S734 ,包含 
两 条 肽 链 ,一 条 为 A 链 ,是 21 个 氨基 酸 按 特 定 顺 序 排列 的 21 肽 ; 另 
— 8 B 8 , E: 30 个 氨基 酸 按 特定 顺序 排列 的 30 驮 ,而 A 链 与 B 
链 之 问 以 二 对 二 硫 键 联系 在 一 起 。A 链 内 的 第 6 位 与 第 11 位 上 的 
两 个 半 胱 氨 酸 以 二 硫 键 相 连 ,从 而 形成 链 内 小 环 { 见 图 7-2)。 


12 13 
Ser* Leu Tyr * Gln + Leu + Glu 17 
Se RE ee 
S Set 9 19 Tyr 
u s 
A 8#;H,NG1v " lle + Val :Glu* Gln * Cys * Cys7 ` - "” 16 s 
1 2 3 4 5 6 "12Val “iS “Tyr ç 
' 5 š ` 
leu 11 LeusVal-Cys + Gly20 
B #£ : H; NPhe + Val + asn。，Gln-His 。Leu 。Cys.Gly .Ser . 
> Arg 22 


] 2 3 4 5 6 7 8 3 
HOALa 。Lys。 Pro +» Thr + Tyr* Phe: Phe: Gly 23 
30 29 28 27 26 25 24 


图 7-2 千 胰 岛 素 的 一 级 结构 
(氨基 酸 顺 序 排列 》 


牛 胰岛 素 是 牛 的 胰 脏 所 分 洲 的 一 种 相对 分 子 质 量 较 小 的 激素 重 
白 , 其 主要 功能 即 促进 葡萄 糖 代谢 ,降低 体内 血糖 含量 ,实现 能 量 转 
移 。 如 果 胰 岛 素 分 谈 不 足 ,血糖 浓度 增高 , 则 引起 糖尿 病 而 使 生理 部 
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分 失调 。 注 人 胰岛 素 可 治疗 此 病症 。 牛 胰岛 素 的 一 级 结构 如 图 7- 
2 

氮 基 酸 不 同 顺序 排列 的 一 级 结构 是 反映 各 类 和 蛋 晶 质 的 最 基本 特 
征 , 它 呈现 出 借 白 质 高 级 结构 的 决定 因素 , 现 已 清楚 地 了 解 到 约 干 种 
和 蛋 日 质 分 子 中 氨基 酸 的 排列 顺序 。 


7.2 和 蛋白质 的 二 级 结构 


在 蛋白 质 的 一 级 结构 中 含有 许多 带 非 极 性 侧 链 的 氨基 酸 { 例 如 
284 82 PR 3 Be . 异 党 氨 酸 和 藉 丙 氨 酸 ), 为 了 减少 它们 与 水 等 极 性 分 
子 的 接触 面积 ,大 多 数 重 蝗 质 会 将 其 非 极 性 侧 链 包 惠 在 分 子 链 折 鼻 
盘 绕 的 内 部 。 因 此 ,除了 上 节 戎 述 的 各 种 作用 力 之 外 , 这 种 踢 水 基 团 
在 水 溶剂 中 的 暴露 程度 会 尽量 地 达到 最 小 ,也 是 和 蛋白质 折 松 擅 绕 的 
一 种 较 大 的 驱动 力 。 

值得 着 重 提 及 的 是 水 分 子 存在 的 氢 键 作用 , 它 会 促使 蛋白 质 主 
链 的 肽 链 区 域 和 上 肘 链 区 域 间 交 蔡 地 处 于 迄 键 域 中 ,这 对 蛋白 质 折 香 
有 着 重大 的 影响 ,于 是 蛋白 质 主 链 上 的 凑 基 氧 和 N 一 HH 结合 基 团 都 
沿 着 主 链 有 规则 地 排列 起 来 。 

由 于 租 白 质 主 链 上 的 原子 周 或 主 链 上 的 原子 与 侧 链 R 基 团 间 
等 的 距离 不 能 远 小 于 这 些 原 子 的 范 德 华 半 径 之 和 ,这 是 原子 或 基 团 
间 范 德 华 排斥 力 所 决 定 的 。 于 是 主 链 单 键 (例如 N—C, 和 C—C, 
等 ) 的 旋转 运动 有 了 空间 效应 的 限制 。 

根据 以 上 所 述 的 种 种 原因 ,蛋白 质 只 能 存在 少数 的 构象 。 天 然 
蛋白 质 一 般 具 有 螺旋 .P 折 要、P- 转 角 的 结构 。 此 外 ,往往 在 这 三 
种 结构 之 外 还 含有 无 规则 盘 曲 , 它 有 利于 形成 具有 特定 生物 活性 的 
球形 构象 。 

7.2.1 螺旋 结构 

x- 螺 旋 结 构 是 蛋 怕 质 主 链 中 一 种 最 常见 的 典型 结构 方式 ,存在 
于 羊毛 等 毛 类 纤维 状 蛋白 质 中 ,在 球状 蛋白 质 分 子 中 也 有 如 此 的 结 
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构 方 式 。a- 螺 旋 的 多 少 其 程度 是 由 多 肽 链 的 一 级 结构 相 蜡 而 不 同 。 
在 a- 蛇 旋 中 的 主 链 顺 着 弹 筑 状 的 走向 形成 了 一 种 右手 螺旋 结构 ( 见 
7-3), W )& S E T — Es 
(360 FF)2 3.6 个 氨基 酸 残 
基 , 相 当 于 沿 螺 旋 体 中 心 轴 向 
上 平移 0.54nm ,折算 每 个 氢 
基 酸 残 基 位 置 沿 轴 上 天 
0.15nm, 且 沿 轴 旋转 100 度 。 
肽 链 中 每 个 电 抽 性 很 强 
的 氮 原 子 上 之 氢 均 可 和 螺旋 
结构 顺序 排列 中 每 四 位 氨基 
酸 残 基 的 普 基 氧 原 子 形成 氨 
键 , 螺 圈 间 链 内 氢 键 的 取向 几 
乎 与 螺旋 中 心 轴 平行 。 由 于 
x- 螺 旋 结 构 中 所 有 肽 键 都 能 参 
与 形成 链 内 和 氢 键 ,因此 a- SR WE 


| 

构象 是 频 为 稳定 的 ,外 形 皇 长 。 G 了 外 | 
杆 状 。 aY Ao G | a 

"螺旋 有 右手 螺旋 和 左手 c AO 1 
螺旋 两 种 ,a 右手 螺旋 在 绝 大 ' 9 EO 人 
多 数 的 天 然 焉 白质 中 存在 。 | 时。 “SG | 
它 的 特征 是 从 RCH_NH 一 R/Cc 1 
端 为 起 点 ,围绕 着 螺旋 轴 中 心 i 
线 向 右 盘 旋 。 主 链 顺序 上 不 a, O 人 
存在 甘氨酸 残 基 时 ,出 现 左手 x 
“螺旋 的 可 能 性 仍 很 小 。 对 于 


=: (ta) 右手 a-W e E IN S (SIN TE, 


碳 上 H 相同 而 使 C, 不 具有 手  Gymtedq oO 5 H yataka m. 、 
性 , 它 的 左手 构象 与 右手 构象 
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完全 相同 , 现 已 发 现 蛋 白质 内 间 有 或 含有 左手 -螺旋 残 基 的 现象 可 
能 与 甘氨酸 残 基 的 存在 有 关 。 当 第 一 圈 -螺旋 形成 后 , 即 为 以 后 的 
残 基 形 成 螺旋 竟 定 了 基础 ,使 其 形成 曲 旋 较 容 易 些 。 按 顺序 ,每 一 -个 
新 接 上 去 的 残 基 在 其 N—C, 单 键 的 扭转 角 中 也 常 称 为 构象 角 ) 由 于 
空间 限制 而 大 致 上 都 相等 ,因此 该 加 入 的 残 基 主 要 是 通过 本 身 主 链 
C 一 蕊 单 键 构象 角 y 的 变化 来 取向 , 仅 在 适当 的 空间 位 置 上 能 生成 
氨 键 后 才 产 生 稳 定 的 构象 。 

蛋白 质 多 肽 链 的 螺旋 体 之 形成 和 稳定 是 与 它 的 氨基 酸 和 排列 顺 
序 直接 有 关 ,如 果 链 中 有 膊 氨 酸 时 ,由 于 其 - 亚 氨 基 上 的 所 原子 参与 
组 建 肽 键 后 没有 剩余 的 氧 原子 可 生成 毛 键 ,于 是 -螺旋 在 此 中 断 , 肽 
链 则 可 能 产生 一 个 “指点 ”。 

7.2.2 BB- 折 长 结 构 

& 折 和 于 是 人 蛋白质 中 男 一 类 常见 的 二 级 结构 ( 见 图 7-4), 它 由 两 条 
或 多 条 颇 为 伸展 的 其 链 并 排 在 一 起 ,依靠 肘 链 中 浅 胺 NH 基 团 上 的 
氢 和 并 排 科 邻 的 肤 链 上 颜 基 氧 生成 有 规则 和 毛 键 而 形成 之 。 由 于 各 上 肽 
链 上 所 含有 的 NH 基 和 准 基 处 于 反 式 位 置 ,B- 折 登 重 能 延伸 而 成 为 
多 股 排 列 , 并 明和 遍 平 片 层 状 。 

B- 折 全 可 以 有 两 种 不 同 的 排列 方式 :一 种 是 肽 链 的 排列 方向 相 
同 ,者 是 有 规则 地 将 各 肽 链 相 应 位 置 的 阁 基 (或 氨基 ) 处 在 同一 朝向 
排列 [ 见 图 7-4(a)], 此 排列 方式 的 折 和 又 称 为 平行 8 折 敬 ; 而 另 一 种 及 
链 的 排列 方式 是 各 肽 链 相应 位 置 的 痊 基 { 或 氨基 ) 呈 顺 倒 朝向 而 形成 
友 平 行 B 折 秋 [ 见 图 7-4(b)]。 前 者 存在 于 角 和 蛋白 等 之 中 ,后 老 发 现 
于 丝 心 重 日 等 。 无 论 是 平行 B 折 可 还 是 反 平 行 B 折 到 ,其 肽 链 构象 
的 特点 是 R 基 团 在 折 受 片 层 两 侧 的 指向 都 是 正 反 交错 , 而 肽 链 平面 
基本 上 都 在 其 一 片 层 平面 上 以 满足 肽 链 间 形 成 较 强 的 氢 键 。 从 能 基 
的 角度 看 反 平 行 结构 似 乎 更 为 稳定 。 虽 然 平行 8- 折 有 全 在 肽 链 间 的 毛 
键 键 合 方式 比 反 平行 人 折 春 的 要 好 ,但 不 如 皮 平 行 8- 折 便 那 样 伸展 ， 
而 且 折 锋 也 比 其 明显 。 平 行 B 折 村 的 每 个 残 基 对 的 重复 周期 为 
0.65nm, 而 反 平行 B 折 合 的 每 个 残 基 对 为 0.7nm, 所 以 平行 B-TT 8 
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的 重复 局 期 较 短 ,似乎 内 应 力 较 大 ,而 反 平行 B& 折 个 中 相 邻 肽 链 相 应 
位 置 的 侧 基 R 所 具有 的 朴 水 力 , 有 利于 多 股 排列 的 稳定 性 。 
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图 7-4 BB 折 熙 结构 示意 
(a) 平行 形式 ;(b) 反 于 行 形式 。( 第 头 代表 排 信 方向) 

7.2.3 PB 转角 结构 

一 种 使 肽 链 的 走向 发 生 改 变 的 结构 方式 称 为 Ref. m S,BK 
链 弯 折 成 密集 的 球状 时 需要 这 种 转角 方式 来 改变 肽 链 的 走向 , 反 平 
行 B 折 又 中 肘 链 的 那些 相 邻 末端 很 可 能 是 以 这 种 转角 方式 连接 的 。 
现 已 发 现 氨 基 酸 顺序 排列 链 发 生 转 折 时 有 多 种 不 同 构象 的 有 转角， 
参见 图 7-5。 

甘 氮 酸 和 腿 揪 酸 一 般 出 现在 B- 转 角 中 。 甘 氨 酸 在 肽 链 的 区 段 与 
区 段 间 所 起 的 梅 象 之 作用 ,犹如 易于 弯曲 的 铵 链 。 如 果 没 有 甘氨酸 ， 
则 其 它 氨基 酸 侧 基 的 空间 效应 将 会 使 肽 链 在 构象 上 处 于 较 伸 展 的 状 
态 。 脑 氨 酸 在 肽 链 的 顺序 中 氮 上 没有 建立 氧 键 的 多 余 毛 质子 ,而 其 
环 状 出 基 使 C —N 键 空间 旋转 的 扭转 角 自 由 度 仅 限于 导致 转角 的 

` 338 ， 


几何 学 特性 状态 。 


7-5 B- 转 角 中 两 种 主要 的 转折 类 型 
(2a) 类型,(b) 类 型 [ 。 在 类 型 研 中 ,R; 一 般 是 甘氨酸 的 H。 


7.2.4 肽 链 二 级 结构 的 形成 和 氨基 酸 顺 麻 的 一 些 影 响 

在 研究 蛋白 质 结构 的 过 程 中 , 现 已 发 现 各 种 氨基 酸 在 形成 二 级 
结构 时 有 着 不 同 相对 几率 的 倾向 。 谷 氮 酸 和 丙 氮 酸 形 成 o Wa ae hi Hl 
对 几率 最 大 ; 缴 毛 酸 、 蜡 亮 氮 酸 、 天 冬 酰 胺 和 丝氨酸 在 B- 转 角 的 构象 
中 最 常 抑 。 这 些 信息 对 根据 氨基 酸 舌 序 而 推测 蛋白 质 的 二 级 结构 区 
段 方面 显然 是 很 有 价值 的 。 不 过 ,要 从 氢 基 酸 顺 序 来 推测 蛋白 质 结 
构 , 还 需 考 虑 各 种 小 区 段 相互 作用 和 大 区 域 相互 作用 的 基体 情况 ( 例 
如 电荷 配对 各 紧密 堆积 ) 等 其 它 效 应 的 影响 。 一 般 来 说 ,一 个 已 确定 
的 构象 中 所 测 得 的 各 种 氨基 酸 的 出 现 频率 ,与 各 氨基 酸 在 未 知 结构 
又 有 类 似 特 性 的 排列 顺序 中 出 现 的 几率 是 相等 的 ,所 以 从 顺序 上 来 
测定 个 别 氨基 酸 所 出 现 的 几率 ,以 及 平均 有 几 个 残 基 相 邻 的 局 部 区 
段 (这 是 为 了 考虑 形成 二 级 结构 时 的 协同 效 应 ), 就 有 可 能 推 得 二 级 
结构 。 例 如 ,Gly 一 Pro 一 Ser 区 段 很 可 能 形成 彤 转角 的 构象 ,而 顺序 
Ala 一 His 一 Ala 一 Glu 一 Ala 很 可 能 形成 a- 螺旋 的 构 策 。 不 过 ,这 种 根 
据 所 测 得 的 顺序 来 推定 的 结果 与 实际 上 的 构象 并 不 完全 一 致 。 
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7.3 一 些 二 级 结构 的 纤维 蛋白 实例 


纤维 蛋白 是 一 -种 由 伸展 的 或 呈 w- 螺 旋 状 的 肽 链 缠绕 在 一 起 所 形 
成 的 纤维 。 | 

7.3.1 fim 2 

fi FR 2522: EJ nk E32H Zn @|4n = Z B BS 53 2 = k 8 S fü 
爪 的 主要 成 分 ,由 此 可 见 , 它 是 形式 最 多 的 一 种 纤维 和 蛋白。 其 中 具有 
ax- 果 旋 构象 的 驮 链 所 组 成 的 e 角 蛋白 最 为 普遍 ,在 毛发 .羊毛 中 的 o- 
螺旋 结构 是 典型 的 a- 角 和 蛋白 ,构成 这 些 组 织 的 肽 链 具 有 很 长 的 a- 18 
旋 , 而 多 股 -螺旋 并 排 再 盘 曲 缠绕 而 形成 长 缆 状 ,长 缆 状 的 虑 链 又 在 
总 体 上 形成 左手 螺旋 。 此 时 a- 螺旋 上 的 侧 链 氨基 酸 残 基 也 以 最 适当 
的 状态 起 着 详 束 作用 。 

由 于 a- 螺旋 的 长 缆 状 结构 具有 拉 促 时 缠绕 松 开 ,外 力 去 徐 时 又 
能 弹 回 的 倾 启 , 所 以 毛发 和 羊毛 纤维 具有 弹性 。 又 因 相 邻 —- WA e ak 
纤维 的 肘 链 上 之 半 胱 氨 琶 残 基 形 成 二 硫 键 而 发 生 共 价 连接 ,这 种 共 
价 连 接 影响 着 整 根 毛 发 纤维 的 卷曲 程度 ,因此 ,在 上 述 的 情况 下 半 胱 
氨 酸 残 基 在 肽 链 顺 序 中 的 相应 位 置 也 是 天 然 毛 发 卷曲 与 否 的 重要 决 
定 因 素 。 蜡 旋 间 二 硫 键 的 还 不 淅 裂 : 重 新 氧化 和 重新 组 合 等 所 有 这 
些 化 学 反应 以 及 物理 处 理 是 实施 “次 发 "的 基础 。 过 分 地 和 氧化 等 能 使 
二 硫 键 断裂 而 不 能 重新 组 合 , 毛 发 就 会 发 生 “ 开 又 现象 。 

7.3.2 丝 纤 量 据 

昆虫 所 产生 的 丝 纤 电 白 是 第 二 类 纤维 重 白 。 从 丝 纾 重 睛 的 顺序 
测定 发 现 , 它 主 要 由 上 甘氨酸、 丝氨酸 和 丙 氨 酸 组 成 的 ,其 中 每 隔 一 个 
残 基 就 连接 一 个 甘氨酸 。 丝 纤 和 蛋白 在 结构 上 由 线形 的 反 平 行 8- 折 起 
堆积 而 成 片 屋 。 甘 氮 酸 残 基 都 排 在 片 层 的 一 表面 上 ,而 其 它 氮 基 酸 
残 基 排 在 另 一 表面 上 。 反 平行 B 折 父 片 层 上 的 侧 链 基 革 交替 指向 片 
屋 平面 的 上 下 方 。 当 两 个 或 两 个 以 上 这 样 的 片 层 紧 密集 合 一 起 和 而 形 
成 片 层 堆 积 结 构 时 , 想 邻 的 由 甘氨酸 所 占据 的 片 层 表 面 和 相 令 的 由 
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丙 氨 酸 所 占据 的 片 层 表面 都 相互 锁 合 (参见 图 7-6), 因 此 丝 纤 蛋 白 
在 机 械 性 能 上 可 以 说 是 一 种 刚性 材料 丙 不 易 被 拉 长 。 


图 7-6 Z£#VE SSES 
片 层 上 的 侧 链 很 适当 地 安置 在 两 个 相 轨 和 片 层 之 间 , 并 相 刀 镇 合 


7.3.3 胶原 

胶原 是 构成 娃 和 大 多 数 结缔 组 织 的 主要 成 分 , 它 是 一 类 特别 坚 
硬 又 不 易 伸 展 的 结构 蛋白 。 根 据 氨 基 酸 顺序 分 析 , 胶 原 的 特征 成 分 
中 含有 Gly—X— Pro 或 Gly 一 X 一 Hyp 的 三 肽 重复 顺序 (其 中 X 可 以 
是 尾 何 一 种 氨基 酸 残 基 ,Hyp 是 且 氨 酸 的 羟 化 衡 生物 )。 且 氨 酸 残 基 
在 顺序 中 重复 出 现 ,使 胺 原 不 可 能 形成 a- 螺旋 和 B- 折 全 构 象 ,而 单条 
肽 链 却 形 成 一 种 左手 螺旋 构象 ,其 氨基 酸 侧 链 依次 有 规则 地 处 于 等 
距离 的 三 个 方向 而 形成 等 边 三 角形 阵势 。 三 条 左手 螺旋 的 单 链 又 以 
右手 螺旋 的 方式 相互 盘 绕 而 绞 囊 在 一 起 ,三 股 螺旋 内 所 存在 的 空间 
只 人 允许 容纳 甘氨酸 的 于, 无 法 容纳 其 它 任何 氨基 酸 的 R 基 团 ,于 是 
每 3 个 残 基 中 必须 有 一 个 甘氨酸 , 旦 都 位 于 内 侧 。 

胶原 中 单 链 螺旋 与 -螺旋 不 同 , 其 形成 时 内 部 残 基 间 并 不 存在 
氢 键 的 锁 合 ,所 以 螺旋 相当 伸展 ,不 会 像 "- 螺 旋 那 样 易 被 再 拉 长 。 当 
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胶原 的 3 条 单 链 绞 驯 成 三 股 螺旋 时 ,每 条 单 链 与 相 邻 的 其 它 单 链 间 
是 具有 和 氢 链 锁 合 而 形成 一 种 高 度 紧 锁 的 纤维 结构 。 这 种 纤维 蛋白 结 
构 不 仅 能 把 肌肉 和 上 骨骼 坚 固 地 连接 起 来 , 且 对 皮肤 和 结缔 组 织 的 结 
构 具 有 加 图 作用 ,因此 它 具 有 很 能 和 运 应 生物 学 功能 的 特性 。 胶 愿 与 
久 蛋 白 及 丝 纤 蛋白 一 起 成 为 毛发 .皮肤 、 肌 腿 、 初 带 、 软 骨 等 的 主要 成 
分 。 

以 上 讨论 的 三 种 蛋白 在 结 鬼 ,性质 上 了 解 得 较 清楚 ,其 中 c 角 蛋 
日 和 丝 绰 白 的 二 级 结构 在 球 蛋 日 中 也 较 常见 ,而 胶原 的 作用 较 特殊 ， 
当 胶原 重 岂 的 生成 和 配置 异常 时 ,往往 会 导致 骨骼 因 形 ,关节 疾患 
等 。 除 这 些 之 外 ,生物 体内 还 存在 有 其 他 形式 的 蛋白 质 和 以 多 糖 为 
基础 的 结构 材料 。 


7.4 蛋白 质 的 三 级 结构 


蛋白 质 分 子 完整 链 在 二 级 结构 基础 上 , 由 «螺旋 、B- 折 辣 .B 转 
角 等 二 级 结构 域 间 相互 配置 构成 三 维 空间 中 特定 的 构象 而 呈现 出 三 
级 结构 。 

7.4.1 BLS E Fl 

一 种 功能 和 血红 蛋白 极为 相近 的 ,为 哺乳 动物 肌肉 贮 储 和 运输 
氧 而 被 称 作 肌 红 量 白 的 蛋白 质 分 子 , 是 由 153 个 氨基 酸 残 基 构 成 的 
多 肽 链 和 一 个 血红 素 辅 基 所 构成 的 , 它 的 要 对 分 子 质量 为 17800。 


”Kendrew 等 于 1963 年 应 用 X- 射 线 衍射 测 定 了 鲸 肌 红 蛋白 的 空间 结 


构 。 

图 7-7 所 未 的 肌 红 和 蛋 据 分 子 是 由 一 条 含有 85% au 螺旋 多 肽 链 
盘 绕 成 外 似 球形 ,而 内 为 袋 形 空 穴 的 不 对 称 结构 。 在 整个 多 肽 链 内 
含有 8 个 虹 旋 区 县 ,区 段 长 度 约 为 ?一 24 个 氨基 酸 残 基 形 成 的 螺旋 
并 不 均等 ,这 些 区 段 间或 损 角 处 则 呈现 出 其 它 构 象 。 髓 毛 酸 以 及 难 
以 形成 -螺旋 的 异 亮 氨 酸 .丝氨酸 等 都 处 于 拐角 区 段 。 其 袋 形 空 穴 
内 有 一 个 血红 素 辅 基 伸 出 分 子 表面 ,而 血红 素 中 央 的 铁 原 子 能 结合 

“ 342 ， 


氧 。 八 面体 配 位 的 铁 原 子 连 接 在 肌 红 和 蛋白 分 子 第 93 位 (末端 氨基 的 
氨基 酸 残 基数 起 ) 的 组 氨 酸 侧 链 上 。 铁 原子 的 4 个 配 基 是 血红 素 的 
4 个 氮 原 子 , 它 与 氧 分 子 结合 于 第 6 配 位 键 。 


图 7-7 肌 红 和 蛋 卢 的 三 级 结构 
肌 红 重 白 的 晶体 和 溶液 中 所 表征 的 光谱 有 相似 的 类 形 , 采 用 族 
光 研 究 方法 佑 算 的 螺旋 含量 与 式 射 线 晶体 衍射 法 所 得 的 结果 相 哟 
合 。 此 外 ,还 发 现 抹 香 鲸 与 海豹 的 肌 红 蛋白 之 分 子 折 秋 类 型 很 相似 ， 
即 不 同 种 属 动 物 的 同 种 分 子 具有 极为 相似 的 构象 。 还 有 , 肌 红 蛋白 
和 血红 重 白 虽然 存在 于 不 同 的 生理 部 位 ,但 它们 的 构象 亦 很 相似 。 
肌 红 蛋白 分 子 中 具有 极 性 基 团 侧 链 的 氨基 酸 残 基 几 乎 全 部 分 布 在 分 
子 的 表面 ,而 非 极 性 的 残 基 却 被 埋 在 分 子 内 部 ,这 些 基因 编码 的 氨基 
酸 顺 序 决定 了 折 释 盘 绕 方式 和 位 置 ,也 决定 了 芍 水 内 壁 的 袋 穴 结 构 。 
分 子 表面 的 极 性 基 团 可 与 水 分 子 结合 ,使 肌 红 蛋 白 能 分 散 于 水 溶液 
中 。 
7.4.2 球 蛋 白 三 级 结构 
对 于 球 重 白 和 酶 的 三 级 结构 进行 研究 后 ,发现 它们 往往 由 二 级 
结构 各 种 构象 的 区 段 (或 结构 域 ) 组 建 而 或 多 或 少 地 形成 球状 。 例 如 
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图 7-8 所 示 的 溶菌 酶 是 含 129 个 氨基 琶 残 基 组 成 的 重 日 质 , 它 有 一 
部 分 区 段 呈 现 有 规则 的 a- 螺 旋 和 有 反 平 行 B- 折 苔 的 一 级 结构 ,还 有 一 
些 穿 曲 区 段 和 伸 谋 区 段 是 含有 B- 转 胡 和 和 构象 不 太 规 则 的 伸展 肽 链 。 
从 200 种 左右 蛋白 质 的 结构 测定 结果 中 看 到 结构 排 布 是 多 种 多 样 
的 。 焦 日 质 的 每 一 不 同 的 顺序 总 是 形成 一 种 独特 的 三 级 结构 。 不 
过 ,许多 蛋 日 质 在 基本 结构 上 因 手 性 效应 和 空间 效应 的 影响 ,而 均 具 
有 某 些 相似 之 处 。 
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图 7-8” 卵 清 溶菌 酶 示意 
《 主 链 用 条 带 和 得 板胡 示 肽 链 走 向 ) 
手 性 效应 系 指 重 晶 质 中 伸展 的 结构 区 域 具 有 特定 的 手 型 倾 
问 , 此 现象 反映 了 该 处 肽 链 由 手 性 -氨基 酸 组 成 的 信息 。 手 性 效应 
酰 呈现 在 球 重 日 中 二 级 结构 区 域 间 的 连接 部 位 ,也 呈现 于 球 电 月 内 
上 折 权 的 几何 特征 上 。 空 间 效 应 关系 到 u- 螺 旋 和 及 折枝 等 二 级 结构 
区 域 如 何 才能 最 有 效 地 缠绕 在 一 起 ,而 使 蛋白 质 与 溶剂 的 接触 表面 
囊 束 得 最 小 ,这 对 三 级 结构 的 形态 至 关 重 要 。 由 于 不 利 的 空间 效应 ， 
使 实际 上 能 够 存在 的 肽 链 构 象 数目 受到 限制 。 显 然 , 由 于 构成 肽 链 
的 原子 间 具 体 作用 力 的 影响 ,a- 螺 旋 的 排 布 状态 最 有 可 能 稳定 地 存 
在 。 假 如 肽 链 伸展 的 区 段 主 要 是 由 具有 手 性 的 L- 氨 基 酸 组 成 ,那么 
伸展 肽 链 的 稳定 构象 不 会 是 平 直 的 ,而 具有 轻 度 卷曲 成 右手 螺旋 的 
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颁 向 ,并 在 总 怀 上 产生 了 按 右手 方向 盘 绕 的 伸展 结构 。 

球 蛋 白 的 反 平 行 B 折 晋 区 域 相 邻 肽 链 间 ,是 以 简单 发 夹 回转 方 
式 (参见 图 7-8) 在 片 层 的 同一 侧 连接 成 主 链 。 如 果 肽 链 在 平行 他 折 
登 区 域 , 主 链 在 片 层 相 邻 肽 链 间 和 便 以 不 同 的 两 侧 连 搂 而 形成 肽 链 艾 
错 走 疝 , 即 主 链 可 绕 过 相 邻 肽 链 所 形成 面 的 上 方 以 右手 方向 将 两 侧 
头 尾 相 连 ,或 者 一 条 B& 折 看 链 由 主 链 绕 过 片 层面 的 下 方 以 左手 方向 
与 相 邻 的 男 一 条 B- 折 释 链 相 接 ,然而 ,实际 上 现在 所 观察 到 的 和 蛋 日 质 
结构 中 似乎 所 有 交错 走向 连接 都 是 右手 方向 的 。 球 蛋白 为 使 构象 能 
晤 达到 最 小 , 座 仲 展 的 肽 链 方 向 ,其 B- 折 从 总 是 同 右 手 方 向 招 曲 。 
7-9 系 四 种 恒 晶 质 肘 链 折 释 形态 示意 图 。 


， 图 7-9 部 分 不 同 酶 的 结构 骨架 比较 
(a)INBDIB A 52 18 Eš ( B-1r £ |B| f JE He +s ); (b) 28 3 ER 981 B8-99 8k B ( 23 BOE Hk 
布 )i(c) 电 子 转移 恤 白 - 商 索 蛋 白 ;(d) 腺 背 酸 激酶 。 
对 已 知 球 重 白 的 观察 得 知 ,总 是 向 右手 方向 扭 烛 的 p Tr F 38 36 
可 构成 重 月 质 结 构 的 骨架 ,但 它们 的 整个 肽 链 的 几何 形态 各 不 相同 。 
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手 性 作用 影响 平行 他 折 鸡 链 问 连接 情况 及 其 片 层 的 几何 形态 ,使 平 
行 8 折合 链 间 的 交错 连接 都 是 右手 方向 。 对 于 形成 平行 8- 圆 简 形 结 
构 中 心 空 间 部 位 是 唯一 容纳 玖 水 侧 链 的 场所 ,B- 折 登 链 的 交错 连接 
不 允许 通过 中 心 部 位 已 成 为 一 种 规律 ,每 连接 一 条 B 折 琶 链 ,和 蛋白质 
主 链 都 以 右手 螺旋 或 环 圈 , 在 贺 简 外 侧 围 绕 和 圳 束 。 

重 白质 外 苇 酶 一 一 着 肽 酶 或 电子 转移 蛋 日 一 一 黄 素 蛋 日 中 一 些 
平行 请 折 码 的 组 建 插 马 烤 形 骨架 。 由 于 右手 交 铺 连接 , 肽 链 必须 顺 
着 B 折 芍 片 层 , 有 的 沿 一 个 走向 ,有 的 朝 另 一 个 走向 ,使 平行 B& 折 又 
片 层 每 一 侧 都 有 一 些 螺 旋 和 环 圈 囊 束 着 , PH 2280 £ B-TT 35& H Ja: a] B 
连接 奥 链 从 一 条 到 另 一 条 的 普遍 行进 方向 ,是 由 片 层 中 间 开 始 向 一 
端 绰 绕 ,并 以 右手 交错 连接 在 片 屋 的 一 侧 而 使 圳 上 了 一 层 螺 旋 , 然 后 
肘 链 又 经 片 层 中 间 青 向 相反 的 一 端 缠 绕 , 致 使 片 层 的 男 一 侧 也 缠 上 
一 层 螺旋 , 肽 主 链 如 此 组 建 的 形态 ,通常 称 为 " 核 蔡 酸 连接 区 ”, 因 为 
发 现 大 多 数 已 知 蛋 白质 都 在 有 B. 折 各 链 的 羧基 端 中 间 尚 连 有 一 个 单 核 
苔 酸 或 二 核 车 酸 畏 助 因 子 。 

手 性 作用 对 于 和 蛋白质 中 反 平行 8- 折 登 片 层 结构 及 其 周 团 肽 链 绰 
绕 的 几何 形态 也 有 一 定 的 影响 。 图 7-9(b) 所 示 蛋 白质 内 切 酶 一 一 - 
羧 肽 酶 就 具有 平行 和 反 有 平行 的 混合 及 折合。 这 种 B 折 普 的 所 曲 形 态 
在 焉 日 质 结构 排 布 中 是 一 个 重要 的 特征 。 在 反 平行 B- 折 秋 的 蛋白 质 
中 ,普遍 的 结构 形式 是 有 两 屋 基 本 分 开 的 BB 折 准 ,这 样 可 将 玖 水 部 分 
包 埋 起 来 ,而 单 层 是 不 稳定 的 ,马鞍 形 片 层 表 面 和 扭曲 的 加 简 间 通过 
遍布 于 周围 并 交错 地 排 布 的 毛 键 ,紧密 地 联系 在 一 起 而 排 布 在 相对 
的 方位 上 。 

由 上 可 知 ,许多 重 白 奈 完 整 的 三 级 结构 ,可 由 各 个 不 同 的 二 级 结 
构 单元 (或 称 结构 域 ) 有 效 地 ,一 定 程度 上 灵活 地 涌 集 在 一 起 组 建 的 ， 
一 种 常见 的 形式 是 8B- 折 营 链 与 紧密 奏 束 在 片 屋 表面 并 向 外 延伸 的 a 
螺旋 相连 成 为 BoB 环 。 虽 然 这 种 结构 在 已 知 蛋 扫 质 的 三 级 结构 中 是 
常见 的 ,但 还 发 现 有 其 它 的 排 布 方式 ,七 们 的 几何 形态 更 为 复杂 而 不 
规则 。 二 硫 键 或 辅 基 的 几何 形态 (或 聚集 状态 ) 也 会 影响 结构 排 布 。 
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7.4.3” 膜 蛋 白 特 殊 的 三 级 结构 基本 特征 

生物 膜 内 部 是 以 玖 水 为 特征 的 环境 , 膜 蛋 日 不 可 能 成 为 以 玖 水 
基 团 暴露 得 最 少 的 形态 结构 ,所 以 高 度 结构 化 的 蛋白 质 在 膜 内 如 何 
折 司 盘 绕 ,可 以 说 根本 上 不 同 于 其 它 多 数 蛋 白质。 

通过 高 级 电镜 等 技术 ,已 能 得 到 细菌 视 紫 红 质 这 种 蛋白 质 存在 
于 膜 内 时 的 三 维 结构 初步 而 粗略 的 图 像 。 细 菌 视 紫 红 质 存在 于 一 种 
生活 在 沼 详 中 的 细菌 膜 内 , 它 含有 一 个 视 阅 膜 辅 基 , 该 辅 基 与 视觉 受 
体重 焉 视 紫 红 质 中 的 辅 基 相 类 似 。 组 成 细菌 视 紫 红盾 分子 的 央 链 侣 
有 247 个 残 基 , 并 排 布 成 内 有 7 个 a- 蜂 旋 的 束 , 螺 旋 的 长 轴 近 似 垂 直 
于 膜 的 表面 。 依 据 残 基数 估计 ,位 于 膜 内 的 所 有 肽 链 沉 形成 7 了 个 a 
BE ,使 螺旋 长 度 约 4.0nm 而 能 足以 横 跨 腊 又 存在 于 膜 内 ,于 是 螺 
间 的 相互 连接 链 是 很 短 的 ( 见 图 7-10)。 


图 7-10 细菌 膜 中 视 紫 红 质 的 氨基 酸 舌 序 所 形成 的 
直立 状 = 螺旋 结构 投影 示意 
7 个 螺旋 可 能 会 分 为 二 列 , 在 “ 列 螺旋 内 俩 表面 带电 基 团 发 生 相 互 作用 ， 
而 外 出 琉 水 表面 暴露 于 膜 的 脂 质 利 链 中 。 
人 们 发 现 处 于 膜 内 的 蛋 旦 质 结 构 区 域 主要 呈现 出 a- SRE 25 , 
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除了 末端 外 主 链 的 三 级 结构 是 完全 氧 键 化 了 ,而 将 臣 水 基 团 尽 囊 能 
暴露 在 表面 ,这 样 它 们 就 很 容易 埋 人 疏水 环境 的 膜 内 。 从 已 知 浇 序 
和 观察 到 的 螺旋 结构 推定 , 饭 膜 蛋白 只 能 将 其 玖 水 的 侧 链 暴 喜 在 膜 
内 部 的 朴 水 环境 中 ,致使 w- 螺 旋 中 带电 的 氨基 酸 侧 链 , 以 互补 形式 相 
豆 间 在 蛋白 质 内 部 发 生 作 用 ,这 与 中 子 衍 射 试验 所 得 出 的 丹 氨 酸 位 
于 螺旋 外 表面 的 结果 是 一 致 的 。 以 上 说 明 膜 蛋白 细菌 视 紫红 质 与 存 
在 于 水 这 种 极 性 环境 中 的 蛋白 相 比 ,在 结构 上 玖 水 策 基 与 亲 水 偶 基 
的 排 布 基 本 是 内 外 相反 的 。 

7.4.4 某 些 酶 的 袋 六 构象 

某 些 酶 的 多 肽 链 通 过 侧 链 基 团 的 相互 作用 ,进一步 盘 曲 折 生 ,并 
借助 次 级 键 维系 形成 特定 的 
构象 结构 , 肘 链 中 所 有 原子 
都 将 在 空间 位 置 上 重新 排 
布 ,原来 在 一 级 结构 排列 顺 
序 上 相隔 较 远 或 很 远 的 氨基 
酸 残 基 有 可 能 集中 到 特定 的 
区 域 ,构建 成 具有 内 陷 四 究 
《 称 为 活性 中 心 袋 穴 ) 的 特定 
生理 活性 的 球状 蛋白 质 分 子 
[图 7-11(a)]。 这 种 袋 穴 部 
位 往往 会 和 其 它 分 子 结合 及 
相互 作用 ,并 以 特定 排 布 方 图 7-11(a) 蛋白 质 分 子 表面 的 袋 穴 
式 使 蛋白 质 分 子 中 某 些 握 基 酸 基 团 共同 参与 决定 个 白质 的 特定 生理 
功能 ,例如 酶 的 催化 等 功能 。 

胰 凝 乳 蛋白 酶 分 子 就 是 上 述 这 类 和 蛋白质 中 的 一 个 典型 例子 。 图 
7-I1(b) 显 示 出 胰 效 乳 蛋 白 酶 主 链 的 折 葵 并 构建 成 袋 穴 的 情况 。 

根据 化 学 和 X- 射 线 方面 的 研究 ,发 现 胰 蛋 白 酶 、 弹 性 蛋白 酶 不 
仅 与 胰 凝 肋 人 蛋白 酶 有 共同 的 结构 ,而 且 尚 有 共同 的 催化 机 制 。 对 于 
胰 蛋 白 酶 ,已 确定 该 酶 的 袋 穴 以 214 一 220 残 基 ,一 个 二 硫 键 和 191 
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— 195 残 基 为 四 ,而 残 基 215 一 219 这 条 边 是 底 物 的 结合 部 位 。 多 肽 
底 物 一 部 分 以 反 平 行 方式 借 氢 键 与 酶 分 子 215$ 一 219 残 基 结 合 ,而 使 


图 7-11(b) 膝 瞩 乳 蛋白 酶 构建 我 穴 的 情况 和 主 链 的 折 秋 构象 


底 物 就 位 。 胰 重 日 酶 的 专 一 性 伐 六 较 这 , 其 底部 由 Asp 189 提供 一 
个 负电 和 荷 , 因 而 可 接受 长 而 带 正 电荷 的 碱 性 侧 链 , 例如 赖 氨 酸 或 精 所 
酸 。 睹 凝 乳 蛋 昌 酶 的 相应 袋 穴 比 较 宽 , 并 完全 由 朴 水 侧 链 排列 而 成 ， 
所 以 能 有 效 地 接纳 庞大 的 芳香 基 团 。 在 弹性 蛋 己 酶 的 袋 穴 中 因 顷 氨 


酸 和 苏 氨 酸 代 蔡 了 上 述 两 种 酶 相 冰 的 甘 复 酸 位 置 而 封闭 了 绕 穴 , 致 
° 349 : 


- xm —— river 1 


使 任何 稍 大 于 甲 基 的 侧 链 都 不 能 伸展 人 袋 穴 ,于 是 它们 的 催化 水 解 
性 能 就 有 专 一 性 的 区 别 。 


7.5 蛋白 质 的 四 级 结构 


在 生命 体系 中 ,有 许多 单 体 球 蛋 白 可 作为 功能 单位 而 存在 活性 ， 
还 有 更 多 的 是 复合 蛋白 装配 ,这 种 由 几 条 上 其 有 三 级 结构 的 多 肽 链 装 
配 成 一 个 高 度 有 序 排 布 的 功能 性 聚集 体 , 称 为 蛋白 质 的 四 级 结构 。 
其 中 每 一 条 多 肤 链 称 为 亚 基 ,和 常 似 球状 。 四 级 结构 的 蛋白 质 具 有 完 

7.5.1 血红 蛋白 潜 例 

起 着 将 氧气 从 肺 输 送 到 各 种 组 织 内 的 毛细 管 中 ,以 满足 细胞 代 
谢 了 所 尖 为 主要 作用 的 血红 蛋白 分 子 ,就 是 上 述 蛋 白质 结构 与 功能 关 
系 的 一 个 很 好 例子 。 它 的 相对 分 子 质量 为 64500 ,含有 4 个 亚 基 , 引 
由 两 条 a- 链 和 两 条 B- 链 等 两 种 不 同类 亚 基 组 成 的 四 聚 体 ,每 一 个 亚 
基 均 含有 一 个 血红 素 畏 基 , 见 图 7-12。 血 红 和 蛋白 内 的 a- 链 由 141 个 
氨基 酸 组 成 ,B- 链 由 146 个 氨基 酸 组 成 ,显然 ,它们 的 一 级 结构 差别 
较 大 ,各自 都 有 一 定 的 排列 顺序 ,但 它们 的 三 级 结构 似乎 都 和 肌 红 和 蛋 
白 很 相 做 。 

准 红 蛋 册 分 子 中 的 ao .B;i $ B, 链 各 自 折 芍 卷曲 ,在 N 一 端 和 
C 一 映 以 及 各 oa- 螺旋 区 段 间 都 有 长 得 不 一 的 松散 链 向 形成 三 级 结 
构 。 它 们 将 疏水 侧 链 尽 可 能 地 掩 布 在 分 子 内 部 , 极 性 基 团 暴 露 在 分 
子 表 面 上 ,于 是 分 子 间 以 相互 凹凸 相 骨 排 列 ,通过 分 子 表面 间 的 一 些 
如 盐 键 和 和 氢 键 等 次 级 键 结 台 在 一 起 。 

血红 蛋白 的 生理 学 反应 与 肌 红 蛋白 有 很 大 的 不 同 ,血红 和 绰 日 以 
四 聚 体 存在 才 有 较 高 协同 效应 , 当 任 何 一 个 血红 素 与 氧 分 子 结 合 时 
都 更 受 到 其 它 三 个 所 处 的 状态 影响 。 亿 乎 第 一 个 血红 束 与 氧 绪 合 的 
亲和力 较 低 , 随 后 每 个 血红 素 与 氧 结合 的 亲和力 ( 即 随 着 氧 结合 量 的 
增加 ) 都 相应 她 增高 。 然 而 , 山 红 蛋白 是 以 单 体形 式 存 在 ,虽然 在 氧 
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图 7-12 
血红 蛋白 的 式 - 射 线 草 体 往 射 ,以 B 链 为 顶部 沿 二 次 对 称 轴 向 下 观察 的 以 视图。 外 及 种 
ap 二 宗 体 可 作为 基本 单位 相 总 间 杠 对 移动 ,能 使 二 磷酸 甘油 酸 结 合 到 去 气 构象 的 中 
L38222 rh. 
分 压 高 时 这 两 种 蛋白 分 子 所 能 结合 的 氧 量 (以 重量 为 基准 ) 大 致 相 
等 ,但 当 氧 分 压低 时 ,血红 蛋白 对 氧 的 释放 要 容易 得 多 。 图 7.13 E 
它们 的 纯 蛋 白水 溶液 之 氧 合 曲线 。 肌 红 和 蛋白 血红 素 与 氧 的 一 对 一 结 
合 的 简单 关系 是 
Mb+ O,=MbO, 
K-T ] = 结合 平衡 常数 (7.5-1) 
如 果 氧 浓度 以 氧 分 压 (Po) 表 示 , 设 y 为 肌 红 蛋 白 分 子 的 氧 饱 和 分 
数 , 则 
KrPo, 
KJ Ry Tr RR 
以 上 旦 双 晤 线 方程 。 血红蛋白 的 行为 不 同 , 它 的 结合 平衡 常数 表达 
式 与 氧 浓度 的 多 次 罕有 关 , 其 氧 合 曲 线 旦 S 形 。 


《7.5-2) 


“3 


(7.5-3) 


0 20 40 50 80 100 120 
氧 分 压 tmmHg) 


图 7-13 血红 蛋白 与 肌 红 重 户 局 氧 的 亲 积 程度 的 平衡 曲线 

式 中 mn 值 一 般 为 2.8, 表 明 血 红 和 蛋白 的 4 个 血红 素 与 氧 分 子 的 结合 
是 相互 影响 的 。 血 红 和 蛋白 的 n 值 是 氧 合 程度 的 画 数 ,na> 1 一 般 表 示 
有 协同 结合 效应 ;n<1 则 为 负 协 同 结 合 。 肌 红 蛋 白 是 n=1, 在 任何 
氧 分 压 下 , 遇 红 蛋白 同 氧 的 亲和力 总 要 比 血 红 蛋 已 高 ,因而 能 把 气 从 
血液 输送 到 册 肉 中 ,也 可 透 过 毛细 和 孔 从 空气 中 直接 捕获 氧 。 显 然 可 
以 看 到 蛋白 质 的 四 级 结构 与 其 功能 有 着 密切 关系 。 

7.5.2 ”四 级 结构 的 变 构 现象 及 其 效应 

经 X- 射 线 晶 体 衍 射 法 对 完全 氧 合 的 血红 蛋白 和 脱氧 血红 蛋白 
的 结构 进行 研究 ,发 现 血 红 和 蛋白 能 在 显著 差异 的 两 种 状态 之 三 级 结 
构 和 四 级 结构 间 呈 现 变 构 现象 ,而 部 分 结合 氧 的 血红 蛋白 却 介 于 上 
述 两 种 极端 状态 之 加 的 中 间 结 构 , 于 是 可 利用 这 两 种 状态 的 模型 作 
为 基本 概念 来 描述 血红 蛋白 变 构 现象 的 机 理 。 

可 以 认为 ,血红 蛋白 四 聚 体 是 由 两 个 相同 的 二 聚 体 (xpBl 亚 基 和 
oB, 亚 基 ) 组 成 的 。 这 些 二 祭 体 亚 基 是 紧密 结合 在 一 起 ,而 二 到 体 亚 
基 能 相互 移动 。 当 血红 蛋白 处 于 脱氧 构象 时 ,在 可 移动 的 二 素 体 之 
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间 的 界面 上 含有 由 盐 键 和 和 氢 键 连接 而 形成 的 网 状 结构 。 氧 合 构象 
B ,这 些 盐 键 和 和 氢 键 断裂 ,一 聚 体 间 相对 移动 ,导致 血红 蛋 百 的 四 级 
结构 发 生 了 变化 。 

H 浓度 会 对 血红 和 绰 日 的 氧 合作 用 有 影响 ,降低 PH( 即 H 浓度 
增加 ) 会 减少 血红 蛋白 对 氧 的 亲和力 。 例 如 ,pH=7.6 和 氧 分 压 为 
40mm Hg(5.33kPa) 时 ,血红 蛋白 结合 氧 的 百分率 可 保持 在 80% 以 
上 ,而 pH 降低 至 6.8 时 只 能 保持 结合 氧 为 45%。 还 有 2,3- 二 磷酸 
甘油 酸 能 结合 在 脱氧 血红 蛋白 8B 链 间 的 中 心 袋 穴内 ,促使 氧 和 血红 
重 旺 的 亲和力 减少 。 不 过 ,在 体内 正常 存在 的 浓度 下 ,无 论 是 H+ 还 
是 二 磁 酸 甘油 酸 都 不 会 妨碍 血红 蛋白 在 肺 组 织 内 对 氧 的 近 饱 和 吸 
收 。pH 的 微小 变化 (7.6~6.8) 和 增加 二 磷酸 甘油 酸 至 5mmol/L 低 
浓度 便 会 引起 血红 和 蛋白 结合 氧 的 大 量 释 放 , 这 样 会 在 氧 分 压 较 低 或 
高 度 需 氧 时 更 加 有 效 地 对 耗 氧 组 织 输送 和 提供 氧气 而 可 能 起 着 生理 
调节 作用 。 在 代谢 旺盛 而 党 氧 时 质子 浓度 往往 会 升 高 ,在 高 海拔 低 
供 氧 地 区 的 生物 红细胞 中 二 磷酸 甘油 酸 的 浓度 一 般 都 较 高 。 质 子 和 
二 磷酸 甘油 酸 与 氧 的 各 自 结 合 在 血红 蛋白 上 的 位 点 是 不 同 的 ,由 此 
得 悉 一 个 配 体 结合 后 会 对 另 一 配 体 的 结合 产生 影响 ,必然 是 肽 链 具 
有 传递 作用 ,表明 气质 子 与 二 磷酸 甘油 酸 和 血红 蛋白 的 结合 都 会 引 
走 三 级 和 四 级 结构 的 变化 。 这 些小 分 子 配 体 通称 为 变 构 殖 应 物 。 

结合 在 血红 素 基 团 上 的 氧 所 引起 的 三 级 和 四 级 结构 变化 会 使 氧 
的 结合 出 现 协同 效应 。 经 研究 认为 , 氧 原子 的 结合 (或 释放 ) 会 引起 
血红 未 辅 基 上 的 中 心 Fe 离子 移 位 和 外 层 d 轨道 发 生 重 排 , 奉 动 了 
与 其 配 位 相连 的 第 6 螺旋 区 段 内 组 氨 酸 ,促使 第 6 区 段 螺 旋 构 象 改 
变 , 寻 致 血红 和 旦 白 其它 部 分 也 发 生变 构 , 因 而 促进 了 脱氧 结构 向 氧 台 
结构 的 (四 级 结构 ) 转 化 ,有 利于 氧 在 血红 蛋白 四 聚 体内 其 它 血 红 素 
辅 基 中 心 Fe* 离子 空位 上 进一步 结合 。 

7.5,3 蛋白质 的 四 级 结构 基本 类 型 

焦 蝗 质 的 四 级 结构 可 分 为 两 种 不 同 的 基本 类 型 。 第 一 种 是 不 向 
种 类 亚 基 的 装配 。 例 如 含有 不 同 分 子 亚 基 的 二 聚 体 以 至 还 含 结 构 组 
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分 核酸 的 核糖 体 那样 复杂 聚集 体 。 不 同 分 子 亚 基 邻 近 间 所 发 生 的 各 
种 相互 作用 的 特性 决定 这 类 四 级 结构 的 组 建 方 式 。 通 常 这 类 复合 结 
构 具 有 很 不 规则 的 几何 形态 。 第 二 种 是 由 多 考 贝 的 一 种 亚 基 或 几 种 
不 同 的 亚 基 组 成 的 聚集 体 ,由 于 亚 基 间 特定 结构 的 相互 作用 重复 发 
生 , 到 使 这 类 到 集体 形成 了 典型 有 规则 的 立体 排 布 ,而 成 为 较 常 见 的 
四 级 结构 方式 。 
只 要 蛋白质 分 子 中 含有 手 性 的 氨基 琶 , 则 它 的 四 级 结构 基本 

上 是 不 对 称 的 ,其 四 级 结构 中 最 简单 的 方式 是 形成 线性 案 集 体 。 由 
于 装配 的 相 邻 亚 基 间 有 一 种 特定 结构 所 需 的 相互 作用 可 重复 地 发 
生 , 著 继续 加 入 亚 基 , 这 样 的 结构 还 会 延伸 。 比 线性 排 布 更 为 常见 的 
是 相同 亚 基 的 螺旋 状 排 布 。 这 是 由 于 每 个 亚 基 相 邻 之 间 所 发 生 的 一 
些 相互 作用 各 有 不 同 所 致 ,但 作用 方式 却 是 重复 的 , 可见 图 7-14 蛋 
白质 分 子 四 级 结构 的 各 种 亚 基 排 布 。 图 中 以 右 脚 板 形象 来 代表 简化 
“了 的 亚 基 。 

螺旋 状 亚 基 素 集体 的 例子 有 棒状 和 丝 状 病毒 ,它们 的 整个 外 过 
由 同一 种 蛋白 亚 基 通过 重复 的 相互 作用 ,以 螺旋 方式 多 找 贝 地 进行 
聚集 而 装配 成 能 容纳 病毒 核酸 的 圆 简 形 集合 体 , 见 图 7-15。 蜡 旋 状 
四 级 结 梅 中 的 亚 基 通 过 重复 的 相互 作用 将 它们 连接 时 是 沿 中 心 轴 上 
升 转动 ,于 是 具有 无 限 延伸 成 棒状 或 丝 状 的 可 能 。 

蛋白 质 四 级 结构 的 构象 除 上 述 之 外 ,还 有 可 能 存在 其 它 的 类 型 。 
例如 以 “脚板 ” 措 述 的 两 个 亚 基 以 “脚趾 "与 “脚跟 ”侧面 相 靠 ,通过 相 
互 作用 进行 连接 而 形成 具有 两 次 旋转 轴 的 二 聚 体 ;三 个 亚 基 通 过 "“ 肚 
趾 ” 侧 镶 相 同 的 相互 作用 而 形成 三 次 旋转 的 三 聚 体 ;四 个 亚 基 形成 四 
育 体 (如 血红 蛋白 ), 其 中 亚 基 间 发 生 三 种 不 同 的 作用 , 即 “脚板 "的 便 
边 作用 而 使 “脚板 " 反 平 行 靠拢 “脚趾 "与 一 “脚趾 "作用 和 该 “脚跟 ” 
再 与 另 一 “ 靶 跟 "作用 而 “脚底 "对 “脚底 "交错 重 登 ,于 是 可 呈现 三 根 
二 次 旋转 对 称 轴 构 象 ;还 有 *“ 幅 - 跟 ” 相 连 而 呈正 三 角形 ,再 “ 底 - 底 " 星 
形 重要 而 形成 具有 一 根 三 次 旋转 轴 和 多 根 二 次 旋转 轴 构 象 的 六 聚 体 
和 “ 趾 - 眼 "相连 呈正 方形 ,再 “ 底 - 底 "相合 重合 而 形成 具有 一 根 四 次 
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旋转 轴 和 和 多 根 二 次 旋转 轴 的 八 聚 体 ; 较 复杂 的 有 24 个 亚 基 组 成 的 正 
六 面体 四 级 结构 、60 个 亚 基 组 成 的 二 十 面体 四 级 结构 等 多 面体 。 


n 次 -一 -360 
螺旋 轴 < n 


(b 
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(a) 亚 基 沿 线性 方向 平移 连接 ,所 有 相互 作用 均 相 同 ; 
(b) 二 次 转动 轴 ( 凤 每 次 转动 180") 的 螺旋 状 排 布 ， 


(ec) 售 每 次 转动 "名 这 之 n 次 螺旋 轴 的 螺旋 排 布 ; 
(d) 多 起 点 综合 的 n 次 螺旋 排 布 。 

以 X- 射 线 晶体 衔 射 研究 蛋白 质 的 构象 中 尚 发 现 :四 级 结构 内 部 
相同 亚 基 间 的 相互 作用 会 出 现 不 对 称 和 不 等 同 结合 的 现象 ,例如 已 
糖 激酶 中 相同 亚 基 的 不 对 称 结合 使 亚 基 在 构象 上 产生 了 显著 的 差 
蜡 , 使 亚 基 硝 集 体 的 一 些 活 性 部 位 具有 完全 不 同 的 功能 性 质 。 又 例 
如 二 十 面体 病毒 中 一 些 亚 基 以 不 等 同 的 结合 方式 相互 连接 。 这 种 不 
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等 同 结合 会 使 亚 基 装配 成 更 大 更 复杂 的 结构 ,从 而 具有 多 方面 的 功 
能 。 如 果 和 恒安 质 含 有 多 种 亚 基 ,再 与 核酸 类 .、 畏 基 和 钙 . 镁 , 铁 等 金属 
离子 相互 作用 ,将 会 形成 更 高 级 的 结构 。 


em. | 一 二 尝 族 排 布 中 心 轴 
> | 一 一 | 


图 7-15 烟草 花 叶 病毒 的 外 壳 和 蛋白 
{TMY , 单 链 RNA 病毒 ) 


7.6 蛋白 质 结构 与 功能 的 关系 


大 们 已 发 现 ,蛋白 质 所 具有 的 功能 是 由 它 的 一 定 结构 和 空间 构 
象 决定 的 ,因此 ,研究 蛋白 项 的 结构 和 空间 构象 与 生物 功能 的 关系 成 
为 现代 分 子 生物 学 的 重要 课题 。 

7.6.1 和 蛋白质 的 一 级 结构 各 空间 构象 与 功能 的 关系 

我 国 的 科技 工作 者 人 工 合成 胰岛 素 后 ,应 用 分 辨 率 为 1.8A 
(0.18nm) 的 X- 射 线 衡 射 装置 测定 了 胰岛 素 的 空间 结构 ,还 比较 了 
各 种 哺乳 动物 、 鸟 类 和 鱼 类 等 胰岛 素 的 一 级 结构 与 空间 构象 。 胰 岛 
素 都 是 含有 51 个 氨基 酸 , 由 A 链 和 B 链 二 个 肽 链 组 成 ,A 链 较 紧缩 
而 被 B 链 部 分 包围 , 借 二 硫 键 将 A 链 和 日 链 牢 固 地 联结 在 一 起 ,其 
残 基 上 上 的 非 极 性 仙 链 在 内 部 ,形成 一 跤 水 区 ,而 被 性 侧 链 基 团 都 分 布 
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在 分 子 表面 ,这 些 因 素 对 稳定 的 高 级 构象 起 着 重要 作用 。 在 品 体 中 
了 遇 个 胰岛 素 分 子 形成 二 聚 体 形式 当 锌 离子 存在 时 ,每 两 个 镍 离子 外 
面包 围 着 六 个 胰岛 素 分 子 。 

由 上 可 知 ,从 不 同 动物 中 取得 的 胰岛 素 ,其 空间 结构 可 能 大 致 上 
相同 。 同 时 发 现 51 个 氨基 酸 中 有 24 个 氨基 酸 为 不 同 种 属 来 源 的 胰 
咏 素 所 共有 ,排列 顺序 大 体 上 相同 , 仅 稍 有 差异 ,而 A 链 和 了 链 中 的 
6 个 半 胱 所 酸 残 基 所 处 的 位 置 是 始终 不 变 , 三 对 二 硫 键 维持 着 A.B 
键 间 共同 连接 的 方式 。 因 此 ,可 以 认为 :不 同 动 物 胰岛 素 的 24 个 共 
有 和 氨基酸 残 基 和 其 大 致 上 相同 的 空间 构象 ,是 决定 各 胰岛 素 具 有 相 
似 生 物 活 性 和 功能 的 因素 。 若 动物 缺乏 胰岛 素 便 会 患 糖尿 病 及 和 伴生 
的 有 关 疾 病 。 不 同 动物 种 属 来 源 的 胰岛 素 中 存在 稍 有 残 基 排 列 顺 序 
上 差异 是 处 于 A 链 的 8.9、10 fll B É 30 位 置 残 基 之 不 同 引 起 的 ， 
见 表 7-1。 虽 然 这 种 差异 对 胰岛 素 的 生物 活性 并 不 起 决定 性 的 作 
用 ,但 可 作为 分 辩 种 属 来 源 的 初步 依据 。 

表 7-1 不 同 哺 乳 动物 前 胰岛 素 中 约 气 基 酸 差异 
氨基 酸 排列 顺序 的 差异 


对 动物 植物、 真菌 细菌 等 近 一 百 个 生物 种 属 的 细胞 色素 < 的 

一 级 结构 进行 了 测定 和 比较 ,结果 表明 ,具有 同 功能 的 蛋白 质 在 结构 

上 会 呈现 相似 性 ,而 亲缘 关系 越 近 ,其 结构 越 相似 ,并 且 与 功能 密切 

有 关 的 氨基 酸 顺 序 都 有 相同 之 处 , 即 相 对 分 子 质量 约 13000 左右 的 
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细胞 色素 是 由 104 个 氨基 酸 组 成 ,其 中 与 功能 密切 相关 的 35 个 氨 
基 酸 是 各 种 生物 所 共有 ,尤其 是 第 14 和 17 位 的 两 个 半 胱 氨 酸 ,18 
位 的 组 氨 酸 和 80 位 的 甲 硫 氨 酸 以 及 48 位 酷 气 酸 和 59 位 色 氢 酸 在 
顺序 中 位 置 都 不 变 , 这 些 都 是 决定 细胞 色素 c 功能 的 关键 部 位 。 

据 研 究 证 明 , 上 述 蛋 白质 肽 链 上 第 14 和 17 位 上 两 个 半 胱 氨 酸 
是 与 血红 素 共 价 联 接 的 位 置 。48 位 酷 氨 酸 和 59 位 色 氨 酸 与 血红 素 
上 一 个 再 酸 基 以 氨 键 相连 ,血红 素 上 铁 原子 的 六 个 配 位 价 , 除 了 四 个 
与 中 啉 环 的 四 个 氨水 子 以 配 位 键 相连 外 , 男 外 两 个 是 分 别 与 18 位 组 
氨 酚 昧 肉 环 上 的 氮 原 子 及 80 位 的 甲 硫 氨 酸 的 硫 原子 配 位 相连 。 又 
经 比较 发 现 ,亲缘 关系 较 近 的 人 和 猩猩 ,他 们 的 细胞 色素 c 组 成 104 
个 氨基 酸 残 基 的 种 类 ,排列 顺序 和 三 级 结构 大 体 上 相同 ;而 人 与 马 相 
比 ,更 有 92 个 残 基 相同 ;与 鸡 相 比 ,只 有 91 个 残 基 相同 ;与 昆虫 相 
比 , 仅 有 77 个 残 基 相 同 ; 人 与 酵母 相 比 , 竟 有 64 个 氨基 酸 相 同 ;亲缘 
关系 越 远 ,其 结构 上 的 差异 程度 越 大 ( 见 表 7-2)。 因 而 , 借 细胞 色素 
c 在 结构 上 的 差异 程度 可 以 推定 所 属 的 种 类 , 并 提供 生物 进化 研究 
所 需 的 信息 。 

表 7-2 对 比 人 的 细胞 色素 c 组 成 ,不 同 生物 的 氨基 酸 差异 数 


值得 注意 ,蛋白 质 的 构象 并 非 固定 不 变 ,7.5.2 节 所 述 的 变 构 
(或 称 别 构 ) 现 象 正 是 较 好 的 例子 ,这 是 蛋白 质 表现 其 生物 功能 时 的 
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一 种 相当 普遍 而 又 十 分 重要 的 现象 。 由 两 个 a 和 焉 基 和 和 两 个 8 亚 基 组 
成 四 聚 体 的 无 氧 结合 血红 蛋白 ,起 始 与 氧 的 亲 合 力 很 戏 ,而 当 氧 和 应 
红 蛋 自 中 一 个 亚 基 上 的 血红 素 铁 结合 后 ,立即 引起 该 亚 基 的 构象 发 
生 改 变 , 亦 牵动 其 余 三 个 亚 基 相继 发 生变 化 ,最 终 整 个 血红 蛋白 的 构 
象 改 变 而 活化 ,使 所 有 亚 基 血红 素 上 铁 原 子 的 处 境 都 易于 与 氧 结合 ， 
所 以 血红 重 蝗 与 氧 结合 会 产生 “ 变 构 自 催化 效应 "而 加快 与 氧 结合 
的 速度 。 

如 果 具 有 特定 结构 而 表现 其 特定 功能 的 蛋白 质 在 生理 活动 的 新 
陈 代 谢 过 程 中 ,由 于 某 种 或 某 些 因素 影响 而 引起 结构 的 变化 ,只 要 个 
别 毛 基 酸 或 空间 构象 的 变化 , 便 能 引起 该 蛋白 质 的 生理 活性 改变 或 
功能 次 失 。 人 很 定 重 握 质 的 某 种 变异 是 不 利于 机 体 正 常 的 生理 活动 而 
机 体 又 不 能 在 新 陈 代 谢 中 排 掉 它 ,由 会 导致 病症 。 所 谓 变 异 是 指 因 
氨基 酸 组 成 和 排列 顺序 的 改变 ;而 蛋白 质 内 部 次 级 键 的 破坏 造成 空 
间 构 象 的 改变 称 变 性 。 引 起 变异 的 因素 是 蛋白 质 在 翻译 复制 的 合成 
过 程 中 出 现 的 缺陷 或 某 种 病毒 攻击 而 造成 的 病灶 ;引起 变性 的 因素 
是 多 种 多 样 的 ,有 紫外 线 照射 等 物理 因素 ,有 尿 、 目 、 烈 性 去 拍 剂 和 一 
些 有 机 溶剂 等 化 学 因素 。 不 同 蛋 白质 对 变性 因素 的 敏感 性 各 不 相 
同 。 有 的 和 蛋白质 之 构象 和 功能 相当 稳定 ,其 至 有 的 蛋白 质 之 生理 活 
性 更 趋 于 活泼 。 在 很 多 情况 下 ,高 级 结构 松散 的 变性 蛋白 质 在 排除 
变性 因素 后 能 慢 惕 地 恢复 原 有 构象 和 正常 的 生理 活性 。 

7.6.2 肌纤维 结构 与 功能 

肌纤维 是 背 椎 动物 蛋白 质 的 高 级 结 梅 肌 原 纤维 组 成 的 ,外 有 一 
层 称 为 肌 纤 膜 的 电 兴 奋 膜 所 包围 。 从 光学 显微镜 中 发 现 每 根 肌 原 纤 
维 在 纵向 呈现 出 重复 结构 而 形成 一 束 接 一 束 的 肌 小 节 。 肌 小 节 长 度 
为 2300nm, 其 外 观 有 有 几 条 明显 的 区 带 , 光 密度 较 小 的 区 带 称 1 带 , 其 
中 央 出 现 一 条 较 暗 区 段 ; 光 密度 较 大 的 区 称 A 带 ,A 带 中 央 区 域 比 
其 它 区 域 明亮 称 芷 区 ,H 区 中 央 又 有 一 条 较 深 暗 区 有 段 称 M 段 。 图 
7-16 显示 了 肌纤维 结构 简 图 。 | 
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肌肉 收缩 时 细 册 经 流动 方向 使 肌 小 节 缩短 一 一 一 一 
图 7-16 ” 山 肉 组 织 内 股 纤 维 结构 
肌肉 收缩 时 T 带 与 I 带 距 离 缩小 ,A 带 与 A 带 (未 本 出 ) 距 离 也 相应 缩小 

从 上 肌 小 节 各 区 带 横 截 面 观察 得 知 ,I 带 是 直径 约 7.0nm 的 细 肌 
丝 , 排 布 有 些 混乱 ,H 带 是 直径 约 为 15.0nm 的 粗 肌 丝 , 按 六 角形 排 
布 。A 带 中 深 暗 的 C 区 是 细 肌 丝 和 粗 肌 交错 衔接 而 排列 成 有 规则 
孙 集 的 区 带 , 这 个 区 带 中 的 组 肌 丝 和 粗 肌 丝 可 在 肌 符 收缩 和 松 展 过 
程 时 作 相 对 清 动 。 

现 已 发 现 , 细 肌 丝 主要 是 由 三 种 蛋白 质 组 成 的 ,其 基本 结构 是 相 
.对 分 子 质 量 Mz 为 42000 的 肌 动 蛋白 排 布 而 成 的 双 股 螺旋 。 该 双 有 申 
豚 动 蛋白 的 每 一 圈 螺 旋 内 含有 约 14 个 肌 动 蛋白 分 子 和 置 于 肌 动 蛋 
白 螺 旋 海 中 的 2 个 长 度 为 40.0nm 的 丝 状 原 山 球 蛋白 分 子 , 册 动 蛋 
白 丝 每 一 芽 螺 旋 中 还 结合 有 Mr= 79000 的 2 个 肌 钙 蛋白 分 子 , 每 个 
纲 钙 和 焉 和 白 分 子 是 由 三 种 亚 基 {TnC、18000, 能 与 Caz+ 结合 ; Tnl、 
24000 ,能 与 肌 动 蛋白 结合 ;TnT、37000, 可 与 原 肌 球 蛋白 结合 。) 构 成 
的 络 合 物 。 粗 肌 丝 由 肌 球 蛋白 大 分 子 组 成 的 , 肌 球 罩 白 由 2 条 Mr= 
200000 的 相同 重 链 和 4 条 Mr= 20000 的 轻 链 组 成 。 轻 链 和 大 部 分 
重 链 构 成 此 大 分 子 的 两 个 相同 的 球形 头 部 ,部 分 重 链 所 形成 的 两 条 
很 长 的 "- 螺 旋 互 相 缠绕 ,形成 长 度 为 135.0nm 的 双 股 a- 螺 旋 并 卷曲 
的 构象 ,构成 此 大 分 子 的 尾部 ,其 中 约 有 80.0nm 长 度 与 其 它 肌 球 重 
白 大 分 子 尾 部 卷曲 在 一 起 呈现 束 状 ,形成 粗 肌 丝 骨架 ,其 余部 分 似 长 
颈 般 使 球形 头 部 从 粗 肌 丝 的 束 内 伸展 出 来 。 这 种 高 级 结构 (图 7- 
17) 是 与 肌肉 组 织 在 运动 中 具有 收缩 态 一 松弛 态 的 滑动 功能 相 适 应 
的 。 
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(C5) 肌 球 蛋白 结构 


tb; 肌 原 纤维 纯 毕 结构 


图 7-17 山 原 纤维 结构 示意 

由 球 蛋白 头 部 基 团 能 催化 ATP 水 解释 放 能 量 ,从 而 驱动 员 动 蛋 
白 与 踊 球 蛋白 球形 头 部 基 团 的 连接 桥 解 开 , 并 作 功 以 利于 肌肉 的 伸 
展 和 和 收缩。 连接 桥 的 解 开 和 重新 排 布 的 建立 是 可 以 周期 性 地 进行 ， 
提供 了 肌肉 收缩 和 舒展 等 交替 运动 的 条 件 。 缺 乏 ATP 的 供应 时 将 
会 使 肌 府 处 于 较 僵 的 收缩 状态 ,运动 中 软组织 便 感 疼痛 。 中 医 的 热 
磁 理疗 ,有 利于 含 顺 磁铁 原子 角 红 素 的 蛋白 质 (如 血红 蛋白 和 线粒体 
细胞 色素 等 ) 生 理 活性 提高 ,有 利于 糖 类 , 脂 类 等 在 代谢 的 氧化 过 程 
中 合成 ATP, 从 而 促进 肌肉 等 在 运动 中 发 挥 其 功能 。 

当 神 经 冲动 传递 到 肌肉 时 ,会 促使 肌肉 细胞 的 Ca2 * 贮藏 处 肌 浆 
网 膜 ( 即 内 质 网 ) 释 放 Ca2+ 进入 肌纤维 外 面 的 肌 浆 内 ,而 所 释放 的 
Ca 与 细 肌 丝 上 的 肌 钙 蛋白 复合 物 结合 ,导致 原 册 球 蛋 白 的 结构 发 
生变 化 ,使 肌 球 蛋白 更 易 与 肌 动 蛋白 上 的 连接 部 位 靠近 ,引起 了 肌肉 
收缩 过 程 。 所 以 肌 钙 盘 白 配合 原 肌 球 蛋白 在 肌肉 收缩 中 起 着 调控 作 
用 。 
7.6.3 ”蛋白质 结构 对 辅 基 的 功能 影响 
经 研究 发 现 ,和 蛋白质 分 子 复合 体内 一 种 辅 基 在 与 局 国 不 同类 及 
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链 的 作用 下 其 功能 可 以 呈现 很 大 程度 的 差异 。 具 有 代表 性 的 例子 是 
WJLZT E R 、 级 胞 线粒体 内 细胞 色素 c 和 光合 细菌 内 二 聚 体 细胞 色素 
c 。 在 肌 红 蛋白 中 含有 血红 素 上 的 铁 能 可 逆 地 与 氧 结 合 ,但 自身 却 
不 会 被 氧化 而 失去 提供 氧 的 功能 ,这 是 由 于 在 它 的 局 围 芍 链 上 残 基 
和 存在 的 特殊 酶 系 的 作用 使 它 回复 到 原 Fe 状态 所 致 。 

线粒体 内 的 细胞 色素 c 也 是 含有 血红 素 的 蛋白 质 ,该 分 子 中 有 
104 个 氨基 酸 残 基 ,有 既 有 呈现 a 


螺旋 也 有 旺 伸展 肽 链 的 区 域 。 血 SCO 
红 素 辅 基 ( 见 图 7-18) 以 原 血 红 素 cH H Ac 

这 的 乙烯 基 与 蛋白 质 分 子 中 2 个 H, C . _ "h: -CR CH, 
氨基 酸 侧 链 作 用 ,形成 的 硫 醚 键 人 1 B Z 


与 多 肽 主 链 以 共 价 结合 。 细 胞 色 Pa 
素 c 中 血红 素 上 与 四 个 氮 结 合 的 HC、 
铁 尚 与 多 肽 内 残 基 组 氮 酸 侧 链 号 H.C ¿ | | 


呈 基 团 上 的 氨 原 子 和 甲 硫 气 酸 上 5 Se sc SG 


的 硫 原子 形成 2 个 配 位 键 ( 肌 红 ， Ce I 
蛋白 不 存在 Fe<-S 配 位 键 , 它 空 ”图 7.18 原 中 啉 区 与 Fe+ 组 成 的 “， 
着 第 6 个 键 才能 与 氧 结 合 )。 于 血红 泰 辅 基 


是 细胞 色 紊 c 的 主要 功能 是 在 线粒体 的 电子 传递 链 内 成 为 一 个 电子 
传递 体 ,其 中 铁 在 两 种 氧化 状态 (Fe ’' == Fet* + e) 间 可 逆 地 进行 氧化 
和 还 原 。 肤 链 和 血红 案 辅 基 间 的 共 价 作用 调节 了 Fe ”的 电动 势 ,并 
给 对 血红 率 适 当地 定向 ,从 而 使 电子 能 斤 经 离 域 的 中 啉 轨道 系统 的 
外 钟表 面 边缘 进行 传递 。 

光合 绸 菌 内 细胞 色素 c 是 亚 基 二 聚 体 结 构 ,每 个 亚 基 主 要 含有 
4 个 a- 螺旋 结构 域 , 亚 基 的 聚集 使 2 个 血红 率 亚 基 在 同一 侧面 接近 ， 
每 个 血红 素 可 传递 1 个 电子 , 则 细胞 色素 c 分 子 可 同时 传递 2 个 电 
子 给 具有 生理 功能 的 受 体 分 子 。 

由 上 数 例 可 见 ,很 多 含 血红 素 辅 基 的 不 同 蛋 白质 种 类 却 可 呈现 
不 相同 的 功能 ,表明 各 种 肛 链 和 相同 血红 率 辅 基 间 所 发 生 的 各 自 独 
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特 作 用 方式 会 使 这 些 分 子 在 整体 上 具有 不 同 的 功能 特性 , 亦 可 以 说 
蛋白 质 结构 影 响 着 辅 基 的 功能 。 

7.6.4 重 白 质 进化 过 程 中 的 突变 与 基 团 剪接 

研究 蛋 饭 质 结构 与 功能 关系 时 发 现 ,在 不 司 的 生命 机 体 中 ,那些 
具有 相似 或 相同 生物 功能 的 蛋白 质 在 氨基 酸 顺 序 和 三 级 结构 方面 也 
明显 地 呈现 出 相似 性 。 人 们 可 以 认为 ,这 些 是 由 殉 异 进化 过 程 所 形 
成 的 具有 亲缘 关系 的 分 子 ,它们 可 能 是 由 于 编码 蛋白 质 的 DNA Ë 
受 突变 ,使 柱 先 分 子 逐 渐 连 续 地 进行 选择 性 修饰 并 稳定 下 来 的 结果 。 

例如 ,细胞 色素 分子 家 族 是 研究 范围 最 广 的 一 类 , 它 在 多 细胞 
机 体内 呈现 出 线粒体 电子 传递 链 中 的 电子 传递 体 功 能 。 如 果 将 人 和 
绿色 植物 等 不 辐 机 体 中 线粒体 继 胞 色素 c 进行 顺序 研究 和 比较 , 即 
可 看 到 在 顺序 中 有 些 位 点 是 完全 可 变 的 ,其 它 的 基本 上 是 恒定 的 ,有 
一 个 特殊 的 顺序 保守 区 域 , 这 些 恒定 的 氨基 酸 残 基 中 有 的 能 与 具有 
重要 功能 的 血红 素 祖 互 作用 而 雇 定 其 功能 的 专 一 性 ,其 余 的 那些 对 
于 调节 控制 组 胞 色素 c 与 其 生理 过 程 的 氧化 酶 及 还 原 酶 的 反应 也 都 
县 有 重要 作用 。 

从 发 现 各 种 机 体 线粒体 细胞 色素 c 分子 内 有 一 特殊 的 顺序 保守 
区 域 推 走 : 在 多 绝 移 生 牺 迟 出 现 前 线粒体 细胞 色素 69 MB PF 311284 
已 高 度 完善 ,这 表明 它 的 进化 始祖 必定 存在 于 原核 生物 体 中 。 所 以 
能 有 效 地 利用 氧化 或 光合 的 电子 传递 链 , 合 成 高 能 中 国 物 三 磷酸 腺 
葫 (ATP) 之 大 核 生物 的 蛋白 质 , 均 含 与 线粒体 级 胞 色素 c 极为 相似 
的 分 子 。 

原核 生物 的 那些 与 蛋白 质 辅 夫 血红 业 一 起 发 挥 重要 功能 的 氨基 
酸 残 基 表 现 出 很 强 的 顺序 和 结构 土 保 守 性 , 显示 它们 的 基本 结构 主 
体 决 定 功 能 之 重要 部 位 的 变化 是 微小 的 ,使 分 子 的 专 一 性 功能 在 不 
同 生 物体 中 都 充分 表现 出 来 ,然而 ,它们 与 高 等 生物 或 线粒体 中 细胞 
色素 c 相 比 ,在 相当 多 的 顺序 上 出 现 差 异 , 即 含 多 个 氨基 酸 的 播 人 或 
缺失 ,不 过 所 有 变化 都 是 在 基本 结构 主体 上 的 其 它 部 位 。 

在 结构 和 功能 上 具有 亲缘 关系 的 族 系 , nnz2 SK BQ E F1 593 2 _ n 
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气 酶 系 和 氧 合 珠 艇 白 系 等 ,在 进化 过 程 中 经 过 了 基本 结构 排 布 的 修 
饰 ,于 是 在 某 特定 族 系 中 各 个 别 成 员 在 顺序 和 结构 上 发 生 差异 而 出 
现 分 子 功 能 性 质 上 的 多 样 化 ,对 不 同 结构 的 底 物 分 子 的 催化 反应 于 
现 不 同 的 专 一 性 。 例 如 所 有 丝氨酸 蛋 日 酶 族 系 的 成 员 都 能 催化 然 链 
的 水 解 ,但 这 个 分 子 家 族 的 不 同 成 员 在 肽 链 上 的 裂解 部 位 却 不 相同 ， 
这 是 由 靠近 裂解 部 位 的 近邻 氨基 酸 侧 链 的 性 质 所 决定 的 。 

由 以 上 的 情况 可 知 , 趋 近 进 化 过 程 一 艇 会 使 蛋白 质 功 能 了 隶 渐 发 
生 改 变 , 然 而 在 许多 情况 下 ,例如 机 体 遭 受 某 种 刺激 或 病毒 等 袭击 ， 
蛋白 质 分 子 发 生 突变 却 能 根本 改变 其 功能 。 这 种 突变 往往 可 能 会 使 
合成 出 来 的 蛋白 质 分 子 在 功能 上 不 完全 或 造成 缺陷 ,这 也 是 引起 遗 
传 疾病 的 一 种 原因 。 这 种 突变 也 有 可 能 在 相互 有 关 的 蛋白 质 中 因 毛 
基 酸 发 生 取代 或 合成 出 结构 重新 排 布 的 蛋 昌 质 而 获得 新 功能 。 一 个 
共同 的 蛋白 质 祖 先 分 子 经 较 轻 微 的 修饰 后 ,可 选择 地 出 现在 功能 上 
完全 不 辐 的 分 子 。 此 外 ,也 有 可 能 存在 蛋 日 质 活性 部 位 上 表现 出 趋 
同 进化 的 这 种 情况 ,顺序 和 结构 根本 不 同 的 两 种 分 子 却 在 功能 上 相 
似 之 葬 , 是 丝氨酸 蛋白 酶 系 中 许多 成 员 与 枯草 杆菌 所 产生 的 一 种 丝 
氨 酸 蛋白 酶 (名 叫 枯草 杆 离 蛋 握 酶 ), 在 它们 的 顺序 和 三 级 结构 上 有 完 
全 不 同 而 在 活性 发 挥 蛋白 质 催化 功能 的 部 位 上 氨基 酸 残 基 的 特定 排 
布 却 基 本 相同 。 | 

蛋白 质 的 功能 进化 ,包含 有 编码 蛋白 质 的 DNA 各 个 点 突变 在 
进化 过 程 中 选择 性 地 固定 和 DNA 大 规模 的 重 排 。 相 对 地 说 ,任何 
新 突变 的 固定 都 是 偶尔 发 生 的 过 程 , 其 通常 结果 仍 是 逐渐 进化 。 不 
过 ,高 等 生物 重要 的 防御 机 制 之 一 的 免疫 及 应 , 却 基 本 .上 依赖 免疫 球 
蛋白 这 种 异常 分 子 的 迅速 产生 ,从 而 能 识别 和 结合 外 来 可 能 对 生物 
体 有 害 的 物质 并 加 以 清除 ,人们 利用 了 这 一 机 制 制造 了 牛首 菌 、 卡 介 
疫苗 、 小 儿 麻 辛 症 疫苗 等 等 , 即 预 先 激发 生物 体 所 产生 的 专 一 性 免疫 
球 蛋 白 , 以 分 别 清除 而 预防 此 类 病毒 或 细菌 的 侵袭 ,具有 不 同 专 一 性 
的 免疫 球 和 蛋白 均 有 一 显著 的 特性 , 即 它 能 迅速 地 突变 、 基 因 剪 接 和 和 
RNA 剪接 来 改变 蛋白 质 分 子 某 些 结构 域 中 可 变 区 域 的 顺序 和 构象 ， 
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从 而 构成 免疫 球 蛋 白 分 子 与 引起 免疫 反应 的 外 来 物质 相 结 合 的 部 
位 。 这 种 突变 结果 使 生物 具有 这 样 一 种 能 力 ,能 生产 出 数量 巨大 的 
各 种 各 样 的 抗体 一 一 免疫 蛋白。 在 这 方面 ,我 国 的 微生物 学 和 免疫 
学 先驱 程 莫 颐 教 授 曾 经 做 了 大 量 的 研究 工作 ,并 与 生产 相 结 合 ,生产 
了 不 少 制品 ,为 我 国人 们 的 健康 事业 作出 了 重大 的 页 献 。 
进化 过 程 的 发 生 , 可 以 认为 是 由 于 编码 蛋白 质 的 DNA 上 之 个 
别 点 突变 经 过 连续 的 选择 而 主 使 的 。 进 而 从 许多 可 白 质 结构 特性 来 
说 ,已 知 重 白 质 结 构 中 的 片段 内 常 含有 结构 相似 的 结构 域 之 多 重 拷 
贝 ,这 种 结构 特性 说 明 是 通过 基因 剪接 过 程 产生 的 。 在 许多 情况 下 ， 
重 日 质 分 子 的 产生 过 程 可 能 是 一 个 特定 结构 的 结构 域 之 编码 基因 以 
多 拷贝 形式 先 剪接 在 一 起 ,然后 剪接 好 的 基因 组 各 处 发 生 突变 且 基 
本 上 独立 地 固定 下 来 ,这 过 程 的 最 终结 果 是 蛋 晶 质 由 顺序 不 同 而 结 
构 相 亿 的 重复 结构 域 所 组 成 的 。 人 们 也 发 现 , 某 些 很 大 的 蛋白 质 是 
由 几 个 不 同 结构 的 结构 域 组 成 ,每 个 结构 域 也 都 能 各 自在 结构 上 组 
建成 其 它 已 知 蛋 白质 的 某 个 部 分 或 整体 。 例 如 糖 醇 解 酶 中 的 丙酮 酸 
激酶 大 蛋白 质 是 由 3 个 结构 域 组 建成 的 ( 见 图 7-19) , 其 中 2 个 结构 


(9) 结构 域 1 (上) 结构 域 2 (c) 结 构 域 3 


图 7-19 ”再 醋酸 激酶 的 结构 域 1.2 和 3 在 结构 上 毫 不 相似 的 图 解 
域 一 一 结构 域 1 和 结构 域 3, 分 别 在 结构 上 与 丙酮 磷酸 异 构 酶 的 月 
圆 简 及 许多 脱氧 酶 中 普遍 存在 的 扭曲 B 折 秋 区 域 相 似 。 从 而 启迪 了 
基因 剪接 技术 及 其 生物 工程 的 研究 上 升 到 一 新 的 认识 水 平 。 因 此 ， 
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基因 剪接 技术 和 细胞 融合 技术 都 已 成 为 当前 分 子 生 物 学 家 的 前 沿 高 
科技 课题 。 


7.7 和 蛋白质 的 性 质 


蛋白 质 是 由 多 种 氨基 酸 以 大 数量 组 成 的 多 肽 分 子 , 它 成 为 具有 
高 级 结构 的 大 分 子 。 于 是 它 既 呈现 出 某 些 氨基 酸 与 多 肽 性 质 ,又 具 
有 氨基酸 与 小 分 子 所 没有 的 特点 。 | 

7.7.1 蛋白 质 的 一 般 理 化 性 质 

(一 ) 蛋 白质 的 酸 碱 解 离 性 质 

由 于 蛋白质 分 子 中 含有 多 种 可 解 离 的 基 团 ,如 六 末端 氨基 、C- 
末端 c 减 基 以 及 各 种 氨基 酸 残 基 上 可 解 离 的 侧 链 基 团 ,它们 具有 各 
自 特征 的 解 离 常数 (K 或 pK) ,在 不 同 的 pH 条 件 下 解 离 成 带 正 电 或 
带 负电 的 基 团 。 然 而 ,和 蛋白质 整体 表现 的 解 离 现象 (PK 值 ) 与 游离 氨 
基 酸 解 离 基 团 的 解 离 (pK 值 ) 是 不 完全 相同 的 ,蛋白 质 中 的 解 离 基 团 
可 能 受到 邻近 荷 电 基 团 、 微 环境 和 部 分 解 离 基 团 因 肽 链 盘 曲 而 包 茂 
在 蛋白 质 分 子 内 部 或 参与 形成 氨 键 等 影响 ,还 有 某 种 原因 引起 蛋白 
质变 性 后 之 解 离 性 质 与 天 然 蛋白 质 的 也 有 可 能 不 同 。 蛋 白质 是 可 以 
解 离 成 多 价 离子 的 两 性 电解 质 ,它们 荷 电 的 性 质 与 多 少 是 由 含有 的 
解 离 基 团 的 种 类 与 性 质 以 及 介质 环境 和 pH 决定 的 。 在 特定 条 件 
下 ,带电 性 质 不 同 的 各 种 蛋白 质 可 以 在 电场 中 分 别 向 正 .负电 极 方 向 
或 快 或 慢 地 迁移 泳 动 。 利 用 蛋白 质 的 这 种 性 质 可 成 为 设计 电泳 分 离 
和 纯化 基础 。 

对 每 一 特定 蛋白 质 都 可 找到 一 特定 的 pH 值 , 使 它 带 有 的 正 电 
荷 总 和 等 于 所 带 有 负电 荷 的 总 和 ,这 一 pH 就 是 该 蛋白 质 的 等 电 点 
《以 pI 表示 )}。 在 pl 条 件 下 ,蛋白质 在 电场 中 不 发 生 泳 动 ,其 溶解 度 
也 最 小 。 在 中 性 盐 存 在 的 溶液 中 蛋白 质 的 等 电 点 往往 会 发 生 明显 的 
改变 。 一 些 中 性 盐 的 相应 离子 如 Ca2+ .Mg2* ,HPO ”和 CI 等 能 与 
蛋白 质 上 的 某 些 解 离 基 团 结合 ,所 以 蛋白 质 的 实际 等 电 点 还 与 介质 
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内 离子 组 成 有 关 。 因 此 ,在 这 种 情况 下 和 蛋 旺 质 的 等 电 点 ,与 没有 中 人 性 
盐 等 影响 条 件 下 该 重 白质 的 等 离子 点 不 同 , 等 离子 点 是 蛋 乌 质 包 由 
于 本 吴 解 离 而 呈现 其 所 带 的 正 负 电荷 数目 相等 时 的 pH 值 ,此 时 蛋 
日 质 带 有 相等 数量 结合 质子 的 碱 性 基 图 与 脱 去 质子 的 酸性 基 团 。 可 
以 认为 ,等 离子 点 是 各 种 蛋白 质 解 离 性 质 的 特征 常数 。 

(二 ) 和 蛋白 原 的 溶解 性 质 及 其 分 类 

根据 化 学 组 成 可 将 蛋白 质 分 为 两 大 类 ,一 类 是 不 含 其 它 非 蛋 各 
质 成 分 的 纯 肽 链 所 组 或 ; 另 一 类 称 为 结合 蛋白 质 , 它 是 蛋白 质 肽 链 和 
非 重 日 质 物质 结合 的 络 合 物 ,例如 核 重 白质 (核酸 与 肽 链 结合 形成 
的 ) 、 糖 蛋白 ( 糖 类 物质 与 肽 链 结合 形成 的 ) . 脂 蛋白 (是 肽 链 与 脂 类 物 
质 结合 形成 的 ) 、 磷 蛋白 {是 与 磷 化 合 物 类 结合 形成 的 ) 等 。 

纯 肽 链 借 日 质 除了 头 蚌 末 端的 N-o- 氨 基 和 Co 羧基 外 ,有 的 还 
含 大 量 极 性 侧 链 而 具有 亲 水 性 , 易 溶 于 水 、 稀 盐水 溶液 、 稀 酸 或 稀 碱 
水 溶液 等 。 有 的 蛋白 质 含 大 量 非 极 性 侧 链 或 大 量 且 氮 酸 、 羟 月 氨 酸 
而 一 般 不 溶 于 水 溶液 。 表 7-3 和 表 7-4 列 出 蛋白 质 按 其 化 学 组 成 及 

纯 肤 链 溶解 性 质 的 粗 赂 分 类 。 

| 表 7-3 蛋白 质 按 组 成 粗略 分 类 


按 化 学 组 成 分 类 非 蛋 白质 成 分 


纯 肽 链 蛋 白 血清 清 蛋 白 、 乳 清 蛋白 无 

结合 蛋白 
ESE 病毒 核 蛋 白 、 染 色 体 蛋 白 核酸 
EE Fi 免疫 球 重 白 AE H .多 糖 蛋 白 馈 兴 
BB 2k Hi 低 密 度 脂 蛋白 .高 密度 脂 蛋 白 名 种 脂 类 
8828 Ei BË b F , PB 518928 Hi 磷酸 
tss Ei 血红 蛋白 、 黄 素 蛋 白 t 38 


<> 8 sË. Fi 铁 蛋 白 . 钢 蓝 和 蛋白 金属 离子 
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374 纯 肤 链 蛋白 按 溶解 性 质 粮 略 分 类 


溶解 性 质 
深 于 水 和 中 性 盐 溶 液 ,不 溶 
TI FI SLA EZ Hk 


举 例 


血清 清和 蛋白、 乳 清和 蛋白 


精 蛋 白 鱼 精 蛋白 溶 于 水 , 稀 酸 , 稀 碱 、 稀 毛 水 。 

组 绰 白 胸腺 组 蛋白 深 于 水 、 稀 酸 、 稀 碱 , 不 溶 于 
稀 氨 水 。 

球 蛋 白 免疫 球 和 蛋白、 纤维 蛋白 元 、| 不 溶 于 水 , 溶 于 稀 中 性 盐 溶 

卵 类 蛋白 液 ,不 溶 于 半 饱 和 硫酸 铁 洲 

液 。 

谷 蛋 日 米 谷 和 蛋白、 麦 谷 蛋白 不 溶 于 水 ,中 性 盐 溶 液 及 乙 
醇 , 深 于 稀 酸 或 稀 碱 ， 

醉 深谷 蛋白 醉 溶 谷 和 蛋白 SEIS TEK | 不 溶 于 水 、 中 性 盐 溶 液 , 溶 


于 70% 一 80% 乙醇 。 


不 溶 于 水 、 稀 中 人 性 盐 溶 液 .条 
酸 , 稀 碱 和 -一 般 有 机 溶剂 。 


角 委 白 、 胶 原 蛋 马 、 弹 性 蛋 
= 


清 蛋白 和 球 蛋 白 在 低 浓度 的 中 性 盐 溶液 条 件 下 , 它们 的 溶解 度 
随 离子 强度 I( = 才 > mi 好 ;mi 是 i 离子 质 量 摩尔 浓度 ,z 为 1 离子 所 


带电 荷 ) 乱 高 而 增 大 ,中 性 盐 浓 度 继续 升 高 而 超过 某 一 上 限时 , 它们 
的 溶解 度 反 会 随 离子 强度 升 高 而 降低 ,最 后 形成 沉 深 析出 ( 即 盐 析 )。 

(三) 和 蛋白 质 胶 体 溶 液 的 一 般 性 质 

多 数 蛋 白质 都 是 由 数 以 百 计 的 氨基 酸 组 成 的 ,其 相对 分 子 质量 
都 在 10000 以 上 ,有 的 可 达 1x10’, 最 大 的 如 烟草 花 叶 病毒 , 含 2130 
个 亚 基 , 约 有 4x101 个 氨基 酸 , 相 对 分 子 质量 达 4x 10“。 最 小 的 蛋 
白质 如 胰岛 素 也 有 51 个 氨基 酸 ,相对 分 子 质量 为 6000 左右 。 所 以 
蛋白 质 大 分 子 具 有 一 定 空间 结构 和 形状 ,有 的 约旦 球形 ,有 的 为 椭圆 
体 , 还 有 的 成 纺锤 体 或 纤维 状 。 多 数 蛋 白质 颗粒 直径 分 布 是 在 1 一 
100nm 范围 ,达到 了 胶体 颖 粒 的 大 小 。 将 它们 分 散 到 溶液 中 可 制 得 
具有 胶体 性 质 的 胶体 溶液 ,由 于 许多 蛋白 质 分 子 的 表面 分 布 着 大 量 
氨基 酸 残 基 的 极 性 调 链 基 团 ,在 溶液 中 能 和 水 作用 形成 水 合 分 子 而 
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表现 为 亲 水 胶体 。 这 类 和 蛋白 质 胶 体 溶 液 借 助 于 蛋白 质 分子 的 水 合 层 
和 蛋白 质 所 带 相同 电荷 的 排斥 作用 ,通常 使 胶体 相当 稳定 地 分 散在 
介质 之 中 。 倘 若 让 蛋白 质 分 子 处 于 等 电 点 状态 并 因 盐 析 而 脱水 时 ， 
蛋白 质 便 会 凝集 而 析出 。 
由 于 和 蛋白质 分 子 在 溶液 中 具有 较 高 的 水 合作 用 ,导致 该 溶液 呈 
现 出 较 高 的 粘度 ,其 粘度 随 重 白质 水 合 容 积 增 大 利 分 子 不 对 称 性 与 
伸展 程度 的 增加 而 天 高 。 在 溶液 中 的 蛋白 质 水 合 分 子 是 不 能 透 过 半 
透 膜 扩散 的 ,根据 和 蛋白质 分 子 的 半 透 膜 不 透 性 ,可 应 用 透析 方法 进行 
脱盐 ,浓缩 和 更 换 溶 剂 系 统 等 。 
(四 ) 紫 外 吸收 性 质 
蛋白 质 分 子 含有 Tyr .Tirp 以 及 Phe 时 就 会 在 280nm 对 紫外 光 
有 最 大 的 特征 吸收 ,不 同 的 蛋白 质 可 能 发 生 一 些 差异 。 带 有 核酸 的 
肤 链 在 260nm 处 具有 的 特征 吸收 可 能 也 产生 干扰 。 上 述 恒 白质 对 
紫外 光 的 特征 吸收 性 质 , 可 作为 紫外 吸收 法 测量 蛋白质 浓度 的 方法 。 
和 蛋 和 日 质 流 度 (mg/ml) = 1.5S5A22 —0.76A1292 (7.7-1) 
(测定 范围 :0.1 一 0.SmgAml) 
肽 链 肯 架 本 身 的 肽 键 也 会 引起 蛋白 质 具 有 在 200 一 215nm 处 的 紫外 
光 吸 收 值 的 吸收 性 质 , 它 还 伴 有 225nm 处 的 较 弱 吸收 ,利用 这 种 光 
吸收 性 能 也 可 测定 蛋白 质 的 浓度 ,其 计算 式 为 
和 蛋白质 浓 度 {mg/ml) = 144( A — A22 (7:22) 
(测定 范围 :0.01 一 0.1mgyml) 
值得 注意 ,蛋白 质 最 大 特征 吸收 处 波长 的 紫外 光 , 可 能 最 易 激励 
蛋白 质 的 反应 活泼 性 ,导致 变性 , 凝 谷 或 产生 色 斑 等 对 皮肤 的 伤害 ， 
因此 ,需要 甩 取 防范 措施 来 减少 紫外 光 的 照射 。 
7.7.2 蛋白质 胶体 溶液 一 些 与 流体 力学 有 关 的 性 质 
(一 ) 粘 滞 度 与 浓度 或 体积 分 数 以 及 形状 关系 
蛋 拍 质 在 溶液 中 的 形态 往往 呈 卷 曲 椭 届 体 或 近 球形 等 微粒 , 它 
们 通常 会 有 一 定 的 对 称 性 ,于 是 可 在 光学 或 电子 显微镜 下 观察 并 取 
其 投影 面积 的 对 等 分 线 长 度 作为 粒子 大 小 的 参数 , 常 称 之 为 “相当 直 
- 369 - 


径 “《 或 Martin“ 直径 ) ,简便 的 方法 是 用 一 系列 大 小 不 同 的 阅 圈 刻 
在 透明 的 标尺 滑 片上 对 上 比 以 测 得 “ 祖 当 直径 ”"。 对 于 很 不 对 称 的 不 规 
则 微粒 ,可 简略 地 视 为 李 球 三 维 体 , 专 a 表示 沿 微粒 旋转 铀 测 得 的 炳 
球体 半径 ,用 b 表示 测 得 的 等 分 桶 球体 的 图画 半径 。a/b 称 椭 球 体 
的 轴 比 ,常用 于 衡量 对 球体 (a/b= 1) 微 粒 的 偏离 情况 。a>b 时 微粒 
呈 午 形 或 长 椭 球 体 ;a<b 时 ,微粒 似 局 球形 或 铁 销 形 ; 当 apb h, Bl 
变 成 棒状 ;大 asb 时 则 变 成 圆 盘 状 。 用 双 参 数 (a,b) 可 更 好 地 描述 
微粒 大 小 ,形状 和 它们 的 对 称 性 。 

蛋 鸟 质 微 粒 在 液体 中 受到 流体 层 流 的 力 会 朝 园 一 方 回 以 一 年 的 
速度 移动 ,大 微粒 不 转动 , 则 流体 的 运动 速度 遭 到 微粒 的 盟 拦 而 减 
慢 , 表 现 出 该 溶液 的 粘度 增 如 ;如 果 流 体 层 中 存在 具有 旋转 性 的 微 
粒 ,引起 流体 运动 的 部 分 能 量 还 用 于 该 微粒 的 旋转 ,使 流体 的 运动 速 
度 更 加 缓慢 。 经 验证 明 , 粘 小 系数 (或 粘度 )" 与 微粒 浓度 。 的 关系 
为 

n= tactphe + (7.7-3) 
烙 度 被 定义 为 让 流体 以 单位 速度 梯度 的 差异 发 生 屋 流 时 ,在 流体 层 
单位 面积 上 所 必需 施加 的 推动 力 。 
式 中 w 一 一 代表 纯 介质 的 粘度 ; 
a\8 一 一 代表 与 微粒 大 小 形状 和 定向 性 有 关 的 系数 。 

根据 牛顿 流 的 两 点 很 设 ( 同 一 流 尾 内 微粒 间 不 相互 作用 和 微粒 
大 小 与 形状 不 因 流 动 而 发 生 哥 凝 或 分 裂 等 变化 ) ,运用 流体 力学 连续 
方程 和 动态 方程 ,导出 泊 击 时 定律 ,其 简化 公式 是 


t= 常数 一 (7.7-4) 


式 中 + 一 一 代表 流 过 规定 体积 的 时 间 ( 秒 ); 
p 一 一 代表 该 溶液 的 密度 ; 
一 一 代表 该 溶液 流体 力学 性 质 之 一 粘度 ; 
常数 项 一 一 代表 操作 仪器 特征 和 条 件 的 所 有 参数 。 
又 根据 Einstein 特 度 定律 得 出 的 相对 粘度 与 极 稀 分 散 体 系 中 分 散 相 
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的 体积 分 数 中 的 关系 式 : 

Yu =1+2.5%$+K,# + …… (7: 9-5) 
当中 远 小 于 0.1 BF, a] Asa LoKiypee tk. 2#FE HER IOMEE, 
则 (7.7-5) 式 可 变 为 


此 式 在 c-*0 时 的 极限 值 为 [wj], 称 特性 粘度 。 微 粒 的 溶剂 化 分散 情 
况 (“ 相 当 直 径 ”) .形状 的 不 规则 和 铀 比率 与 对 称 性 都 会 对 上 式 产 生 
影响 而 造成 偏差 。 
(二 ) 溶 齐 化 影响 
在 分 散 体 系 中 ,胶体 微粒 所 占有 体积 会 受 淤 剂 化 的 影响 ,一 般 体 
积分 数 公式 需 以 下 式 表 示 : 
v. 
= A a C 5:33 
式 中 mV: 一 一 代表 胶体 微粒 的 n, 摩尔 与 偏 章 尔 体积 之 乘积 , 即 在 
分 散 介 质 1 中 加 入 2 组 分 胶 粒 而 引起 分 散 体 系 内 总 
体积 的 变化 值 。 
对 于 V2 污 Vi, 邑 在 无 限 稀 (nz<&n) 的 情况 下 才能 将 上 式 近 似 地 简化 
为 
和 ~ KT {7.7-8) 
式 中 一 一 代表 单位 体积 中 含 微粒 质量 值 ; 
Xz 一 一 代表 微粒 的 摩尔 分 数 。 
当 分 散 相 与 分 散 介质 的 偏 阐 尔 体积 接近 时 ,和 各 。 一 般 情况 是 V, 
>V, W) X, <t. #FW(7.7-8)C AKSI 
= K(?& PE) (7.7-9) 
于 是 用 不 同 浓度 单位 其 K 值 便 有 不 同 的 表示 法 ( 见 表 7-5)。 
假定 溶剂 化 发 生 在 胶 粒 的 表面 上 ,溶剂 化 量 势 必 正 比 于 胶 粒 的 


比 表面 Agp( = =p) ,所 以 溶剂 化 微粒 体积 Vs 是 微粒 体积 与 
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结合 于 表面 的 溶剂 体积 之 和 , 即 


Vis = Va + RX mAR= V,(1 + 35Ë) (7.7-10) 


Tí] hasa = (1 + 35 ) (7.7-11) 


式 中 (1+ 全 ) 一 代表 表面 溶剂 化 的 “增加 系数 ”。 
案 7-5 在 中 =KI[ 浓 度 ) 式 中 比例 常数 KK 值 与 浓度 关系 
浓度 适用 条 件 
se m=i 组 分 的 克 数 ”| 无 溶剂 化 微 
重量 分 数 no /m 5 1 


Wi= 1 组 分 偏 摩尔 体 


摩尔 分 数 n./ni V/V 无 眼 稀 释 


积 
N : M= i H2F BX T 
量 
球形 微粒 仅 
未 溶剂 化 的 体积 R= 胶 粒 球 半径 
数 人 1+ GAR/O | | AR = 溶剂 化 的 厚 诬 L s 
a 正比 于 微粒 
数 4 r E, 化 


关于 亲 液 胶体 , 它 的 分 子 上 许多 部 位 都 能 溶剂 化 而 不 仅 是 表面 ， 
则 胶体 的 整个 体积 (或 总 质量 ) 决 定 着 溶剂 化 的 程度 ,不 过 ,溶剂 化 胶 
粒 的 体积 仍然 等 于 未 溶剂 化 胶 粒 体积 V. 与 结合 的 溶剂 分 子 体积 
Via 24, ED 


v m 
Vet Vi, = Vall + )= Vall + (Pz/p1)) (79:12 


上 式 是 假设 结合 的 溶剂 密度 与 自由 溶剂 的 相同 。 因 而 该 溶剂 化 引起 
的 效应 是 | 
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bana = [1 + p/p1) er (7.7-13) 


式 中 [1+ (pyp)] 一 一 代表 全 分 散 微 粒 溶剂 化 的 "增加 系数 ” 


(7.7-11) 和 (7.,7-13) 两 式 表 达 了 二 种 不 同 溶 剂 化 模型 及 其 溶剂 
化 与 微粒 大 小 的 不 同 关 系 。 第 二 个 模型 适用 于 蛋白 质 水 溶液 ， 
mlbynm2 似 乎 与 微粒 的 大 小 无 关 。 由 此 认为 ,对 非洲 谭 化 微粒 时 预 
计 值 的 偏差 是 微粒 溶 麟 化 程度 的 量度 。 如 果 将 这 两 式 分 别 代 人 (7. 
7-5) 式 可 得 


/p=1+2.5(1 +35F)$+ (7145 


和 mW 加 =1+2.5S[I+ N 12 ))$+ (7.7-15) 


(7.7-14) 式 解释 了 在 其 它 情况 相 同时 微粒 越 小 “增加 系数 "就 越 
大 ,这 是 (7.7-5) 式 表达 的 Einstein 粘 滞 度 定律 所 以 产生 偏差 的 原因 
之 一 ,但 (7.7-14) 式 自身 ,在 一 定 范围 以 外 也 会 因 微 粒 深 部 化 层 厚 度 
达到 一 定 程度 后 不 可 能 再 以 同样 的 梯度 递增 而 造成 了 偏差 。 微 粒 的 
椭圆 度 或 不 规则 等 情况 也 是 引起 (7. 7-14) 式 产生 偏差 的 原因 之 一 。 
《7.7-15) 公 式 说 明了 整个 微粒 的 溶剂 化 效应 , 即 溶剂 化 体积 分 数 增 
加 ,[ (wy) 一 1/$F 在 c->0 时 的 值 [mJ 也 随 之 增加 。 特 性 粘度 [也 
可 称 内 在 粘度 。 此 公式 也 解释 了 (7.7-5)Einstin 方程 的 正 偏 差 原因 ， 
例如 蛋 己 质 微 粒 在 未 溶剂 化 前 的 密度 约 为 1.34gXcm 3。 水 化 球 蛋 


白 胶 体 在 c->0 时 的 [(w/m%) 一 1]$ 于 等 于 2.5[1+1.34( 二 J, 而 球 


和 蛋白 微粒 的 含水 量 是 0.60 克 水 / 克 和 蛋白 质 , 则 [wj 是 4.51， , 比 (7.7.5) 
公式 预计 的 2.5 大 了 1.8 倍 。 所 以 粘度 的 测定 可 提供 溶剂 化 程度 的 
定量 信息 。 不 过 ,值得 注意 ,偏差 也 有 可 能 是 由 于 微粒 形状 { 李 圆 球 
体 等 ) 因 素 引 起 的 。 
(三 ) 非 圆 球 微粒 的 影响 
圆 球形 代表 微粒 的 一 种 “极端 形状 模型 " ,通常 都 是 根据 对 “极端 
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模型 "的 偏离 来 讨论 其 它 形 状 的 微粒 流体 力学 性 质 。 最 简单 的 偏离 
是 几何 形状 椭圆 体 的 微粒 ,它们 的 椭圆 度 是 以 轴 径 比 a/b 表征 。 若 
分 散 微 粒 的 形状 为 椭圆 ,那么 引入 的 粘度 理论 比较 复杂 ,微粒 在 层 流 
中 有 定向 化 的 可 能 。 假 定 微粒 小 到 能 进行 布设 运动 而 引起 随机 化 超 
过 了 任何 定向 的 倾向 ,微粒 则 随 着 层 流 不 断 地 调整 自己 而 翻滚 运动 ， 
耗 散 了 大 量 的 能 量 ,导致 体系 的 粘度 变 得 较 大 。 于 是 R.Simha 提出 
了 椭 球 体 等 微粒 的 烙 度 方程 为 
_ 14 2 (a/b)2 " 
[让 = 下 I ss ü s —A+t1) (7.7-16) 

式 中 ;一 一 代表 与 微粒 的 形态 有 关 之 参 数 。 
若 和 =1.5, 则 微粒 为 椭圆 球体 :X= 1.8, 微 粒 为 圆柱 形体 。 从 [1] 值 
可 求 得 a/b 轴 径 比值 。 

L.Onc)ey 对 蛋白 质 溶液 的 不 同 [7) 值 画 出 等 值 线 ( 见 图 7-20)， 
并 在 轴 径 比值 ayb=1.0 食指 出 溶剂 化 含水 量 ( 克 水 / 克 蛋 白质 )。 根 
据 图 7-20 可 估计 各 种 轴 径 比 的 扁 球状 和 长 椭 球 状 的 特性 粘度 [nj， 
并 可 从 这 些 等 值 线 的 截 距 得 知 与 该 [ww] 值 相 对 应 的 无 水 化 蛋白 质 微 
粒 的 a/b 比值 ,由 此 可 知 蛋 白质 溶液 在 一 定 特性 粘度 条 件 下 的 椭圆 
度 和 溶剂 化 效应 。 

例如 等 值 线 为 [w]=8.0 时 有 如 下 几 种 可 能 性 :(1)a/b= 1 球形 
微粒 , 它 的 水 合 程 度 约 1.6 克 HsO/ 克 和 蛋白质 ; (2) 不 水 合 的 长 椭 球 形 
微粒 , 它 的 轴 比 约 为 7;(3) 不 水 合 的 扁 球 状 微粒 , 它 的 轴 比 是 0.1; 
(4) 在 [n]=8.0 的 等 值 线 上 其 它 点 也 有 相应 的 a/b 和 水 合 情 况 。 用 
不 同方 法 制备 的 烟草 斑纹 病毒 (TMYV) 微 粒 , 其 圆 形 的 长 /直径 ( 即 
a/b) 比 值 是 不 间 的 , 随 着 轴 比 (a/b) 的 增加 ,由 Simha 方程 所 作 的 ny 
mh 与 上 呈 直 线 关系 中 算出 的 a/b 比值 ,与 直接 用 电子 显微镜 观测 的 
TMV 微粒 相 吻 合 。 然 而 由 图 3?-20 可 知 , 任 一 {测定 值 所 对 应 的 整 
企 值 域内 的 数值 都 是 椭圆 度 与 溶剂 化 的 综合 表现 ,还 不 能 清楚 地 分 
辨 开 来 ,因此 无 法 由 粘度 计 分 别 单独 地 测 得 。 

实际 上 ,除了 上 述 各 种 a/b 比值 的 椭圆 体外 ,还 有 其 它 的 构 型 ， 
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图 7-20 
侯 白 质 水 溶液 的 [与 微粒 轴 上 比 a/b 和 水 合 程度 mi,bfm 的 关系 

大 分 子 常 具有 挠 曲 性 而 形成 多 种 多 样 的 构 型 ,其 中 极为 重要 的 是 率 
乱 卷 绕 型 。 蛋 白质 分 子 由 于 部 分 二 硫 键 和 氢 键 而 稍 有 一 定 的 形象 而 
多 数 大 分 子 是 订 乱 卷 绕 物 ,在 洲 液 中 它们 的 长 链 像 串珠 一 样 ,可 设想 
成 两 种 极端 的 构 型 :一 种 是 长 链 可 自由 运动 ,或 多 或 少 地 舒展 ,流动 
溶剂 分 子 能 自由 地 穿 过 串 上 小 珠 ; 男 一 种 长 链 着 绕 成 紧密 的 乱 线 轿 ， 
一 些 溶 剂 分 子 紧 附 其 中 ,成 为 整个 单独 运动 的 线 团 。 大 多 数 真实 分 
子 介 于 两 者 之 间 的 形态 。 这 两 种 极端 情况 已 成 为 描述 分 子 可 能 具有 
构 型 的 变化 范围 。 从 公式 (7.7-8) 和 (7.7-9) 可 得 


[m] ]=tim 800 —_1_ 2.5Vgp (7.7-17) 
式 中 人 , 即 分 散 相 
偏 比 体积 。 


对 于 完全 自由 舒展 的 分 子 , 偏 比 体积 等 于 整个 分 子 中 小 串珠 的 数目 

乘 以 每 个 小 珠 的 比 体 积 。 小 珠 的 比 体积 是 其 密度 的 倒数 , 整 条 链 的 

重 痢 除 以 珠 重量 等 于 该 链 所 含 的 珠 数 ;对 于 不 舒展 的 分 子 ,Vs 是 整 
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个 分 子 卷 绕 线 团 的 体积 除 以 其 重量 。 
7.7.3 ”一些 蛋白 质 的 物理 常数 与 有 关 特 性 
上 述 讨论 的 是 念 胶 粒 的 流体 运动 情况 。 如 果 胶 体 微粒 是 在 稳定 
态 条 件 下 的 流体 中 运动 ,例如 沉降 或 扩散 , 即 需要 用 Stokes 定律 和 
Fick 定律 来 描述 。 
《一 ) 含 胶 粒 的 流体 体系 中 之 阻力 系数 
Stokes 利用 流体 力学 连续 方程 和 动态 方程 得 出 粒子 对 流体 作 功 
的 速度 公式 ,从 而 提出 Stokes 定律 : 
F= 6rmmRv (7.7-18) 
微粒 作用 于 流体 的 力 势 必 引 起 反作用 力 ,假定 流体 以 正方 向 流动 , 微 
粒 便 以 负 方 向 产生 阻止 流动 的 力 ; 若 微粒 以 正方 向 移动 , 则 流体 以 负 
方向 给 予 阻 力 。(7.7-18) 公 式 即 是 描述 在 含 微粒 的 流体 中 微粒 作用 
于 流体 的 力 下 与 阻力 之 关系 ,一 般 可 表示 为 
F=fy (7.7-19) 
{=6mR ` (7.7-20) 
式 中 下 一 一 代表 微粒 以 v 速度 运动 所 产生 的 力 ; 
{ 一 一 代表 球形 微粒 的 阻力 系数 。 
由 上 式 也 可 认为 ,稳定 态 时 微粒 的 介 运 动情 况 ,微粒 上 的 粘 滞 力 (也 
等 于 F) 与 微粒 运动 速度 成 正比 。 


如 果 球形 微粒 受 重力 [F= 3 nrR3(m — p1)g, 其 中 pi 为 流体 介质 
密度 ,pz 为 微粒 密度 ] 作 用 而 产生 下 降 运 动 ,于 是 


SRi(p— pi)g=6mRv (7721) 
对 于 稳定 态 下 人 微粒 的 沉降 速度 可 由 (7.7-21) 式 求 得 
v= 2 R'(e — pg (7.7-22) 


9 1 
它 适用 于 独立 的 互 不 干扰 的 球形 微粒 的 自由 沉降 情况 ,由 上 式 又 可 
得 微粒 半径 、 质 量 和 阻力 系数 ,其 分 别 为 
R= [9m/2(p 一 pl)g]2 (9 
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m= 0 全 rR3 一 与 rp[9yw/2( 包 一 pg (7.7-24) 


f= 6rmi[9yw/2(pz 一 oug]L (7.725) 
《7.7-21) 式 也 是 落 球 式 业 度 讨 的 基础 。 
实际 上 ,分散 的 微粒 形状 在 往 是 多 样 的 ,由 于 胶体 微粒 在 沉降 中 
翻滚 ,形成 似 球形 的 “相当 球体 ,由 (7.7-23) 等 式 求 得 的 R 是 相当 
球体 "半径 尺 ,m 是 “相当 球体 "的 质量 m. í 是 “相当 球体 ”的 阻力 系 
数 , 即 


f= 6x7R (7.7-26) 
若 把 真正 球体 的 阻力 改 为 f,, 则 
f,= GTR {7.7-27) 


当 R>R 时 ,f>f6。 因 此 ,可 以 利用 f/f 比值 来 描述 溶剂 化 或 椭圆 性 
的 程度 。 对 于 任 一 形状 的 溶剂 化 微粒 , 若 使 用 了 未 溶剂 化 微粒 的 密 
度 , 或 者 对 于 未 溶剂 化 的 椭圆 微粒 ,用 了 “相当 球体 ”的 公式 ,在 沉降 
和 扩散 实验 结果 的 计算 中 ,所 得 微粒 质量 会 偏 低 。 | 

(二 ) 含 胶 粒 的 流体 体系 中 之 扩散 系数 和 沉降 系数 

如 果 有 二 个 含 胶 粒 不 同 浓度 (cz >ci) 的 流体 放置 在 一 起 ,根据 
热力 学 第 二 定律 ,流体 内 质点 在 运动 中 将 受到 驱使 力 ,促使 各 种 质点 
自发 扩散 而 均匀 地 分 布 ,流体 内 质点 分 布 越 混 乱 均 一 ,其 粹 值 越 大。 
若 设想 无 外 力 场 的 影响 下 ,用 多 和 孔 无 厚度 跑 板 分 开 二 不 司 浓度 的 流 
体 ,分 散 相 质点 便 会 从 cz 流体 处 向 cl 流体 发 生 自发 扩散 ,Fick 第 一 
定律 指出 ,通过 边界 单位 截面 积 的 质点 扩散 速度 ( 通 量 要 与 该 处 的 


质点 浓度 梯度 下 成 正比 , 即 
J=D 党 (7.7-28) 
式 中 “D 一 一 代表 溶液 质点 在 迁移 过 程 中 的 扩散 系数 , 它 不 同 于 动 
量 流 和 速度 关系 的 比例 常数 内 粘 滞 系 数 )。 
假设 浓度 变化 发 生 在 横 和 截面 A 而 厚度 为 Ax 的 范围 内 ,那么 单 


位 厚度 的 此 范围 之 浓度 梯度 的 变化 是 正比 于 浓度 变化 的 速度 , 即 
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[全 ) 0 一 (PE). ax) A 

— < (7.7-29) 
沙 上 述 整个 区 域内 浓度 是 无 限 小 连续 地 改变 ,D 即 与 浓度 微小 变化 
无 关 , 可 作为 常数 ,于 是 


X_n Zc : 
D2 (7.7-30) 


这 就 是 Fick 第 二 定律 表达 式 。 通 过 在 不 间 时 间 测 定 某 一 部 位 上 的 
扩散 微粒 浓度 ,就 可 作 图 求 出 扩散 系数 D。 对 于 胺 体 微 粒 的 局 有 
10 ?cms ! 数 量 级 ,微粒 的 D 与 球体 的 半径 成 反比 。 微 粒 越 大 ,DD 
的 测定 也 越 困 难 。 
扩散 的 驱使 力 Fy 是 热力 学 中 的 化 学 势 u, 由 此 在 稳定 态 条 件 
下 (Fy 二 Fm 二 fvy), 可 推导 得 
D= 
式 中 kk 一 一 代表 波 兹 又 常数 ， 
T 一 一 代表 绝对 温度 。 


上 式 表 明了 阻力 系数 工 与 扩散 系数 D 间 的 测量 关系 。 当 微粒 处 于 重 
力 沉 降 时 ,mfl- (pype)]Jg=f, 则 


kTv (7.7-32) 
DLL- (p/p) JE I 
当 微 粒 处 于 离心 力 场 时 ,以 离心 加 速度 ¿2 R 代替 重力 加 速度 g， 
在 沉降 与 阻力 的 关系 中 可 得 


_ krIs 
™ Dl- (p/p)) 155 


kT 


3 (7.7-31) 


式 中 S= 蛙 (1- (eye)], 称 离心 沉降 系数 。 
(三 ) 一 些 蛋 白质 的 物理 常数 
综 上 所 述 可 知 :(1) 由 扩散 系数 和 离心 沉降 系数 (或 沉降 速度 ) 能 
计算 胶 粒 的 质量 m;(2) 从 扩散 系数 可 计算 阻力 系数 f; (3) 无 溶剂 化 
的 微粒 质量 除 以 干 微粒 的 密度 可 得 它 的 体积 ,对 球形 微粒 即 可 计算 
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出 半径 Ri(4) 应 用 所 = 6rmR 能 计算 非 溶剂 化 球形 微粒 的 阻 为 系数 
f.;(5) 采 用 实验 测定 的 阻力 系数 {f, 计 算 fA 的 比值 ;(6) 根 据 f/f H. 
值 能 估计 微粒 的 溶剂 化 程度 。 
由 {7.7-13) 《7.7-26) 和 (7.7-27)} 式 可 知 : 
Vienidk /3 5 II bp 1⁄3 
和 "es ) (7.7-34) 


_6mmR _ 
f/f,= > 人、 一 
/ ornR re 


F.Perrin 用 f/f, 比值 估算 了 微粒 椭圆 度 的 bya Fc, Bl! 
(A 入) 对 于 和 蛋 形 椭圆 体 (b/a< 1) 
1 (7.7-35) 
(Ú /a nl | 


《B) 对 于 扁 球 形 椭圆 体 (by/a>1) 


2 _11]172 
= am S uQ 1J12 (7.7-36) 
关于 一 些 蛋 白质 的 物理 常数 见 表 7-6。 人 类 血红 和 蛋白 形态 ,相当 
于 a/b=4.0 的 非 水 化 蛋 形 椭圆 体 或 a/b = 0.24 的 非 水 化 扇 球形 榴 圆 
体 的 f/4 值 列 于 表 7-7。 并 从 图 7-21 中 找 出 每 克 蛋 白质 的 含水 量 。 
3 7-6 20% 时 一 些 蛋 白质 的 物理 [特性 ] 常 数 


_ | ”扩散 系数 D | 沉降 系数 S 


细胞 色素 cl 午 心 肌 ) 


肌 红 重 白 ( 蕊 心肌 ) 1.11 
麻 和 蛋白 酶 原 ( 牛 胰 ) 1.19 
B 乳 球 重 白 ( 羊 乳 ) 1.26 
血清 蛋白 (人 大) 1.29 


血红 蛋白 (人 》 
过 氧化 毛 酶 ( 马 肝 》 
纤维 重 白 源 (人 ) 

BEEF (85 £a NL) 
烟草 花 叶 病毒 


1.16 
1.25 
2.34 


- 379 - 


表 7-7 20 记 人 类 血红 肝 用 过 降 、 扩 散 方 法 测 得 的 某 些 特 性 


特性 项 目 取得 的 方法 
沉降 系数 S 4.48X 10- 9 种 实验 
扩散 系数 D 6.9x 10-? 厘 米 :/ 秒 实验 
密度 p 1.34 克 / 厘 米 ? 实验 
粒子 质量 m 1.03Xx10-8 克 /粒子 《7.7-33) 式 
摩尔 质量 M 6.23x 16 克 / 麻 尔 粒 闻 ml. 
f 5.86Xx10-8 克 / 秒 (7.7-31) 式 
微粒 体积 V 7.69x 10 208 363 Vipin = m/o 
“相当 球 半 径 ?R 2.64x10-7 厘 米 R= (3V/4x)15 
L ` 4.98 x 10 `š 5 /#b {= GTIR 
fA/1, 1.18 一 
mi /m; (RJ) 0.48 克 / 克 和 蛋白质 《7.7-34) 式 
蛋 形 非 溶剂 化 a/b 4.0 《7.7-35) 式 
扁 球 形 非 溶剂 化 a/b 2 (7.7-36) 式 


例如 人 类 血红 及 (hemoglobin) ,在 20 亿 水 中 的 离心 沉降 系数 为 
4.48x10 一 秒 ,扩散 系数 为 6.9 x 107 ?厘米 :: 秒 1, 微粒 密度 为 
1.34 殉 ' 厘 米 , 则 微粒 质量 为 

m= <1-38X10-“)(293)(4.48X10) -1 03x10-t 克 /单个 微 


= LÜ 
(6.9>x 10 7)(1 开本) 


粒 微粒 摩尔 质量 M= (1.03x 10719)(6.023x 103) = 62300 W /BE ZK 
微粒 粘度 和 沉 噬 -扩散 间 的 共性 ,由 图 7-20 和 图 7-21(a) 的 比较 中 显 
得 十 分 明显 。 图 7-21(b) 中 二 条 线 交 又 , 轴 比 (ab) 约 2.5 和 水 化 约 
1.0 K / šB Et Pa 

7.7.4 有 关 用 于 检定 和 分 离 纯 化 蛋白 质 的 物理 化 学 性 质 

蛋白 质 的 物理 化 学 人 性质 也 是 蛋白 质 进 行 分 离 纯 化 和 分 析 检 定 的 
理论 基础 。 

(一 ) 蛋 白质 的 一 些 用 于 检定 的 物理 化 学 性 质 

早期 发 现 , 和 蛋白 质 中 肽 键 基 团 与 酷 氨 酸 (Tyr) 残 基 等 在 碱 性 条 
件 下 能 与 Cw 生成 紫红 色 络 合 物 , 此 产物 在 540nm 波长 处 有 最 大 
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—_ 
ch 


mm L 


a 
克 水 / 克 蛋 白质 


图 7-21 

(a) 蛋 白质 水 溶液 的 f/f 比值 随 不 对 称 《a/b) 和 水 化 的 改变 而 变化 ;(5) 粘 度 法 和 沉 

降 - 扩 散 法 所 得 结果 基本 重合 ,就 水 化 和 轴 比 关系 而 论 , 交 点 表征 微粒 的 单 值 性 。 
吸收 峰 , 借 此 可 用 于 测定 0.5 — 10mgyml 范围 内 的 和 蛋白质 浓度 。 该 
蛋白 质 与 Cu? 的 络 合 物 具 有 还 原 兢 钥 酸 - 磷 忽 酸 的 能 力 , 反 应 所 生 
成 五 价 钼 与 忽 的 兢 钻 蓝 与 磷 铝 蓝 物 质 ,在 650nm 处 呈现 强 的 光 吸 
收 。 利 用 此 性 质 可 用 于 在 0.01 一 0.5mg/ml 范围 内 测定 蛋白 质 浓 
度 。 

大 们 还 发 现 , 蛋 白质 能 在 酸性 条 件 下 与 考 马 斯 亮 蓝 G-250 结合 
而 形成 复合 物 , 该 复合 物 在 465 一 595nm 8) £ # X 3 IE i Kk , 而 
595nm 波长 处 的 吸收 值 是 随 蛋 白质 浓度 升 高 而 成 比例 地 增 大 ,可 适 
用 于 lLrg— 1006g/ml 范围 内 的 蛋白 质 浓度 的 测定 。 

和 蛋白质 还 能 与 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) 阴 离子 表面 活性 剂 结合 ， 
结合 后 和 蛋白质 分 子 内 部 ,分子 间 以 及 与 其 它 物质 间 的 次 级 键 道 受 破 
坏 而 变性 , 即 通 常 每 克 和 蛋白 质 能 结合 约 1.4g SDS, 使 蛋白 质 所 带 的 
负电 荷 远 超 过 蛋白质 原 来 的 带电 荷 量 , 于 是 即 可 消除 不 同 蛋 白质 间 
的 荷 电 差异 ,而 使 电泳 不 受 和 蛋白 质 带 电荷 量 差别 的 影响 。 并 且 和 蛋白 
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A 一 一 一 


质 与 SDS 结合 后 都 时 椭 
圆 形 而 无 大 的 形状 差异 
的 影响 , 这样 蛋 白质 的 电 
泳 迁 移 率 仅 主 要 取 诀 于 
它们 的 相对 分 子 质量 。 
利用 某 些 蛋白 质 在 SDS- 
聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 中 
的 性 态 , 便 可 以 测 得 各 种 
蛋白 质 的 相对 分 子 质量 
(参见 图 7-22)。 

(二 ) 和 蛋白 质 的 一 些 图 7-22 一 些 蛋 白质 在 SDS- 聚 丙烯 酰 
用 于 分 离 纯 化 的 物理 化 胶 北 胶 电 泳 中 的 性 态 
学 性 质 

由 于 不 则 种 类 蛋白 质 肽 链 顺 序 排列 中 含有 侧 链 氮 基 或 羧基 的 各 
种 氨基 酸 残 基 , 具 有 结合 质子 或 电离 质子 的 性 质 差 异 , 导致 不 同 种 类 
蛋白 质 分 子 在 一 定 的 pH 溶液 中 带电 不 同 ,引起 各 种 蛋白 质 胶 体 微 
粒 带 有 不 同 的 < 电位 和 水 合 程 度 , 所 以 不 同 蛋 白质 达到 盐 析 所 需要 
的 离子 强度 不 同 。 利 用 这 一 特性 ,通过 控制 盐 浓 度 和 盐 种 类 (一 般 常 
用 硫酸 铵 ,也 有 用 多 价 阳 离子 如 Znz+ .Ba2+ 等 盐 类 。) 可 将 不 同 种 类 
蛋白 质 粗略 地 彼此 逐个 沉 析 分 离 。 也 由 于 不 同 种 类 蛋白 质 所 带电 荷 


相对 迁移 率 


不 同 而 引起 水 合 强度 不 同 ,添加 有 机 溶剂 如 丙酮 或 乙 注 等 以 降低 溶 . 


液 的 介 电 常数 ,并 脱 去 水 合 的 部 分 水 分 子 ,使 水 合 程度 不 同 的 蛋白 质 
粗略 地 沉淀 而 分 离 。 

根据 某 些 蛋 白质 性 质 ,可 利用 离子 型 表面 活性 剂 . 非 离子 型 聚合 
物 ( 如 聚 乙 二 醇 、 率 乙烯 亚 胺 等 ) 与 之 形成 复合 物 , 使 蛋白 质 沉淀 析 
出 ,再 设法 将 蛋白 质 分 别 深 解 以 达到 分 离 的 目的 。 聚 丙 焕 酸 (PAA) 
等 多 聚 电 解 质 能 选择 性 地 与 某 种 蛋 蝗 质 ( 如 溶菌 酶 ) 结 合 而 沉 省 析 
出 。 

溶菌 酶 混合 物 + PAA 一 一 酶 一 PAAy + 杂质 
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洲 一 PAA + Ca:+ 一 一 PAA Cay + BB 

PAA—Ca+ SOi = 一 一 CaSO4 í + PAA 
蛋 珀 质 的 解 离 基 男 可 与 一 些 离子 交换 剂 相互 作用 ,因为 各 种 电 
特质 和 离子 交换 剂 在 不 同 pH 或 离子 环境 等 条 件 下 有 相应 不 同 的 解 
离 状态 ,这 就 能 发 生 选 择 性 吸附 和 作用。 只 要 选择 适当 的 离子 交换 剂 ， 
控制 交换 吸 只 和 洗涤 . 洗 脱 条 件 , 使 各 种 蛋白 质 先 后 分 别 形 成 吸附 或 
解吸 状态 ,从 而 将 它们 分 离开 。 在 蛋白 质 纯 化 中 主要 采用 的 离子 交 


换 剂 有 【CHe)3HNCHCHsO 一 纤维 索 ( 中 强 碱 性 阴离子 交换 剂 )、 
HOOCCHO 一 Sephadex A25( 弱酸 性 阳离子 交换 剂 ) 等 。 


结 3 语 


综 上 所 述 , 生 物 机 体内 的 蛋白 质 种 类 繁多 ,一 级 结构 各 异 ,空间 
构象 都 有 自身 的 独特 之 处 , 则 在 功能 上 也 呈现 出 各 自 的 专 一 性 ,是 构 
成 生物 最 重要 的 生命 要 素 之 一 。 它 们 各 谋 其 位 ,各 尽 所 能 ,具有 特异 
性 识别 能 力 。 如 果 和 蛋白 质变 性 ,功能 衰退 ,将 导致 生物 在 新 陈 代 山 中 
失控 ,势必 影响 生物 的 健康 。 此 外 ,病毒 蛋白 质 的 侵入 , 也 会 威胁 生 
物 的 生命 安全 。 因 此 ,和 绰 日 硕 的 组 成 .结构 与 功能 之 间 的 关系 ,逐渐 
成 为 生物 物理 化 学 工作 者 的 重要 和 而 有 趣 的 研究 课题 之 一 。 
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第 八 章 核 酸 


核酸 也 是 一 类 最 基本 的 生命 物质 , 它 成 为 分 子 生 物 学 研究 的 一 
大 领域 。 生 物体 通过 它 实现 遗传 变异 和 决定 发 育 生 长 的 方向 ,因此 ， 
也 成 为 现代 生物 工程 高 科技 研究 的 前 沿 课题 。 本 章 将 讨论 核酸 的 化 
学 组 成 结构、 性 能 和 生理 功能 。 


8.1 核发 的 组 成 及 其 组 成 单位 的 结构 和 性 质 


核酸 在 自然 界 有 二 大 类 ,它们 分 别 是 脱氧 核糖 核酸 (DNA) 和 核 
糖 核 酸 (RNA)。 其 中 的 组 分 有 喀 了 喧 碱 基 和 嗓 怜 碱 基 等 两 类 碱 基 ; 结 
合 的 核糖 类 有 DD-2- 脱 氧 核 糖 和 DD- 核糖 等 两 类 ;还 有 结合 磷酸 。 可 参 
见 表 8-1。 


表 8-1 ”两 类 核酸 的 基本 化 学 组 成 


8.1.1 DNA 和 RNA 的 重要 性 与 类 型 
DNA 的 相对 分 子 质 量 从 10° 到 101 显得 都 很 大 ,甚至 还 更 大 ， 
一 般 其 分 子 随 生 物 的 进化 而 增 大 。 原 核 细胞 没有 细胞 核 ,其 行使 遗 
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传 信息 功能 的 染色 体 含有 一 条 高 浓度 压缩 的 DNA 分 子 。 各 种 病毒 
都 是 核 蛋 白 ,所 含 的 核酸 可 能 是 DNA ,也 可 能 是 RNA。 但 类 病毒 是 
不 含 蛋 白质 的 自由 RNA 分 子 。 真 核 细胞 中 舍 有 不 止 一 个 染色 体 ， 
每 个 染色 体 含 有 一 个 DNA 分 子 ,其 细胞 核 的 主要 成 分 是 由 约 90% 
的 DNA 和 约 等 量 的 组 重 握 结合 构成 的 ,比较 稳定 ,在 细胞 分 裂 时 期 
才 稳 定性 下 降 。 线 粒 体 和 叶绿体 也 含有 DNA。DNA( 除 了 不 含 
DNA, H @ RNA 的 病毒 和 类 病毒 外 ) 是 遗传 信息 的 载体 ,任何 生物 
体 细胞 都 具有 发 育成 完整 生物 的 全 套 遗 传 信息 。DNA 分 子 的 一 个 
成 为 遗传 功能 单位 的 片段 称 作 基因 。 亲 代 的 遗传 信息 就 是 通过 
DNA 的 自我 复制 而 传 到 子 代 的 。 

RNA 在 蛋白 质 生 物 合成 过 程 中 起 着 重要 的 作用 ,大 量 的 实验 表 
明 , 在 生长 和 分 泌 的 细胞 中 表达 蛋白 质 生 物 合成 基因 功能 和 遗传 信 
县 的 RNA 含量 特别 丰富 。 人 和 和 动物 的 受精 卵 接 受 了 亲 代 全 套 基 
因 , 由 于 基因 的 表达 部 分 不 同 ,在 分 化 发 育 过 程 形成 了 各 种 组 织 髓 
官 ,各 种 生物 细胞 中 主要 的 RNA 可 分 为 三 种 : 

(一) 核糖 体 RNA(rRNA) 

细 移 的 核糖 核酸 约 80% 存 在 于 核糖 性 内 ,而 核糖 体 含有 约 40% 
的 蛋白 质 和 约 60% 的 核糖 核酸 , 它 是 由 两 个 大 小 不 同 的 亚 基 组 成 ， 
具有 高 的 相对 分 子 质量 ,表现 出 驱动 蛋白 质 生物 合成 的 功能 。 

例 姻 ,大肠 杆菌 核糖 体 的 沉降 系数 是 70S, 它 是 由 30S 亚 基 和 
50S 亚 基 构成 的 ,两 个 亚 基 中 所 含 RNA 相对 分 子 质量 分 细 为 0.6x 
10°(18S RNA) 和 1.1 x 10°(23S RNA), 

(二 ) 转 运 RNA(tRNA) 

转运 RNA 也 称 “ 受 体 RNA”, 它 的 主要 功能 是 在 蛋白 质 生 物 合 
成 过 程 中 作为 氨基 酸 受 体 ,输送 活化 了 的 氨基 酸 转 移 到 生长 中 肽 链 
的 正确 位 置 上 , 起 着 携带 和 转移 氨基 酸 的 作用 。tRNA 约 为 细胞 
RNA 的 15% ,拥有 许多 专门 传递 某 种 特定 氨基 琶 的 品种 ,所 以 常 以 
所 转移 的 氨基 酸 命名 。 如 转移 两 氨 酸 的 tRNA 被 称 作 丙 氮 酸 -t+RNA 
(BD tRNAAb) , 它 的 沉降 系数 约 为 4S, 相 对 分 子 质量 为 2.3x104~ 


2.8x 0, 士 要 存在 于 细胞 质 的 非 颗粒 部 分 。 

(三 ) 信 使 RNA(mRNA) 

mRNA 能 “转录 ”DNA 上 的 遗传 信息 并 指导 蛋白 质 的 生物 合成 ， 
Hl) mRNA 的 生物 功能 是 将 DNA 密码 的 信息 转换 为 具有 特定 氨基 酸 
排列 顺序 的 蛋白 质 ,起 着 信使 的 作用 。 每 种 蛋白 质 都 需 有 一 种 相应 
的 mRNA ,于 是 缁 跑 中 就 应 含有 多 种 不 同 的 mRNA, 它 在 细胞 中 约 
占 细 胞 RNA 的 5% 。 各 种 mRNA 分 子 的 大 小 相差 很 大 ,沉降 系数 
大 概 有 8S 一 30S 和 相对 分 子 质 量 约 有 (0.2 一 2.0) x 10 的 差异 。 
mRNA 在 细胞 质 中 党 与 核糖 体 结合 -起 。 原 核 细 胞 的 mRNA 一 - 般 
代谢 话 序 而 很 不 稳定 ,大 命 较 短 , 34868 ËJ mRNA 半衰期 只 有 几 分 
钟 或 几 秒 钟 。 真 核 细胞 的 mRNA 一 般 寿 命 较 长 。 

生物 体 是 复杂 的 ,除了 .上述 儿 种 主要 的 RNA 外 ,在 细胞 核 . 线 
粒 体 和 叶绿体 中 还 存在 少量 其 它 种 类 的 RNA, 

8.1.2 核酸 基本 组 成 单位 的 结构 

(一 ) 喀 啶 碱 

ti PKG6 D ( Ura ) ll 
胸腺 喀 喧 (Thev )。 


Ú s) s" YY 
NH ) 


Muga: mume WR 时 是 基本 结构 

胞 喀 喧 于 DNA 和 RNA 中 均 存 在 。 胸 腺 喀 院 一 般 只 存在 于 DNA 
中 ,但 在 某 些 转运 RNA(CtRNA) 中 也 含有 极 少 量 的 胸腺 哮 辽 。 灰 咏 
喧 仅 存在 RNA 中 。 

(二 ) 坚 哈 碱 

组 成 核酸 的 嗓 哈 碱 有 两 种 ,它们 分 别 是 腺 唾 蛤 {Ade) 和 鸟 呆 哈 
(Gua). 
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À A KAN 中 下 
请 í] > |< <. Z 
N 人 AN 
H HN 11 
WRERD2 FD 咕 叭 基本 结构 
(三 ) 破 基 在 溶液 中 的 两 种 异 构 体 


凡 院 碱 与 呆 吟 磊 在 溶液 中 可 能 以 酮 式 和 燃 醇 式 两 种 互 变 异 构 体 
形式 同时 存在 ,例如 : 


0-5 A A 


( NC ) ( mz) (m) 
keto enol ss, I enol 
ta a. 

四) 成 糖 


在 核酸 中 成 糖 都 呈 叶 师 型 环 状 结构 形式 。D-2- 脱 和 氧 核糖 参与 
DNA 的 组 成 ,而 D- 核 糖 参与 RNA 的 组 成 。 两 者 的 结构 形式 如 下 : 


yy HOCH, O OH 
HOHH. 3 
.D2- 脱 气 核 糖 D- 核 糖 
{ 五 ) 核 苷 的 组 成 与 结构 
核 音 是 答 基 和 成 糖 以 N 一 C 键 结合 而 成 的 糖苷 。 它 们 是 腺 萌 、 
鸟 苷 . 胞 苷 、. 尿 苷 、 脱 氧 腺 苷 和 脱 气 胸 苷 等 。 经 XxX- 射线 入 射 分 析 发 


现 , 粮 环 平面 (垂直 于 纸 ) 和 碱 基 平 面 (平行 于 纸 面 ) 互 为 直角 , BD 
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OH OH OHH OH OH 
Ir 脱氧 腺 并 +f 
NH, O O 
CH, 
N HÑ | HN | 
Sy 人， A 
O HOCH Í HOCHyO 
OH OH OH OH OHH 
Raf Rf R 31 ur 


(六 ) 核 车 酸 的 组 成 与 结构 

核 苷 酸 是 结合 了 碱 基 的 上 戊 粮 郑 基 经 磷酸 化 后 形成 核 若 磷 酸 栈 ， 
也 称 为 核糖 核 苔 酸 。 按 照 戊 糖 上 磷酸 化 位 置 , 核 萌 酸 中 各 核糖 核 苷 
酸 可 以 有 成 糖 上 2 -,3’- 和 5'- 碳 位 磷酸 化 三 种 类 型 。 各 脱氧 核糖 核 
昔 酸 有 3 -和 5 - 碳 位 上 磷酸 化 的 二 种 类 型 。 


| HOOO z HOCE,O. 1 
HO —P-—OCHo o 碱 H H 

| 基 OH OH 

O H H H | | H H 
H i. OH a g; jS SE: OH 


OH OH O O 
S (288) tr Be 2'- (288 2 H BE 3 习 核 糖 ) 核 背 琶 
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基 O H 
OH VH | 
K 
OHH OH 
5 -脱氧 核 精 核 苷 酸 3 -脱氧 核糖 核 苷 酸 


如 果 核 糖 核 苷 酸 是 腺 苷 中 的 戊 糖 磷酸 化 ,那么 产物 可 分 别称 5 - 
酸 (AMP) 2 - 腺 苷 酸 (2 -AMP ) 或 3- 腺 苷 酸 (3 -AMP) ,其 余 同 理 类 
JE, 

(七 ) 其 它 碱 基 \、 核 苷 和 核 苷 酸 

一 些 核酸 中 还 发 现 少量 经 修饰 的 碱 基 ,例如 次 黄 嘎 叭 和 黄 味 吟 ， 
甲 其 化 嗓 哈 (如 mAde.m Gua 等 ) 和 甲 基 化 旷 院 (mmCyt) ,还 有 5- 产 
甲 基 胞 喀 啶 、 二 氧 永 喀 喧 .4- 硫 尿 喀 啶 等 。 

除了 上 述 一 些 特殊 碱 基 所 组 成 的 核 苷 外 , 某 些 转运 RNA (tR- 
NA) 中 还 有 少量 的 假 尿 喀 院 核 苷 (以 由 代表 ) 和 2-Q- 甲 基 鸟 味 吟 核 苷 
(以 Gm 代表 ) 等 。 

在 生物 体内 ,除了 参与 组 成 核酸 的 接 上 背 酸 外 ,还 有 一 些 具有 特殊 
生理 功能 的 游离 核 若 酸 和 核 苷 酸 簿 生物。 例如 有 一 类 环 化 核 并 了 酚 ， 
其 中 成 员 有 cAMP(3',5 - 环 化 腺 苷 酸 ),cGMP(3 ,5 - 环 化 乌 苷 酸 ) 
等 , 另 一 类 是 多 磷酸 核 蔡 酸 ,有 ADP、ATP、CDP、CTP、UDP、UTP、 
TDP 及 TTP 等 。 它 们 分 别 是 相应 的 碱 基 核 董 二 磷酸 与 碱 基 核 藻 三 
磷酸 酯 如 腺 ( 酸 岭 核 ) 苷 二 磷酸 (ADP) 与 三 磷酸 (ATP)、 胞 { 喀 啶 核 ) 
音 二 磷酸 与 三 磷酸 、 尿 ( 喀 啶 核 ) 昔 二 磷酸 与 三 磷酸 , 胸 ( 腺 喀 啶 核 ) 音 
二 磷酸 与 三 磷酸 等 。 有 一 些 特 殊 的 多 碍 酸 核 音 酸 如 ,G 和 Gop, 它 
们 被 称 为 乌 叶 哈 核 苷 四 磷酸 和 五 釉 酸 酯 。 它 们 的 结构 分 别 举例 如 
T: 
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(车 只 连结 二 个 磷酸 , 则 为 ADP) 

8.1.3 核酸 中 基本 组 成 单位 的 性 质 

(一 ) 碱 基 、 核 苷 和 核 昔 酸 的 物理 性 质 

(7) 水 中 溶解 性 能 与 稳定 性 

碱 基 和 核 车 在 水 中 的 溶解 度 一 般 不 大 , 嗓 蛤 衍生 物 比 路 院 衍生 
物 更 小 些 , 溶解 度 顺 序 是 胞 喀 啶 > 尿 喀 啶 > 逐 上 最 叭 > 鸟 味 哈 。 核 苷 
酸 能 溶解 于 水 , 它 的 钠 盐 易 溶 解 于 水 。 然 而 磊 基 、 核 苷 和 核 背 酸 三 磷 
酸 三 者 都 不 溶 于 乙醇 等 有 机 溶剂 。 

核 苦 酸 , 核 苷 和 碱 基 等 在 水 洲 液 中 , 尤其 在 中 性 和 弱 碱 性 溶液 中 
一 般 较 稳定 。 不 过 , 味 叭 核 苷 和 叮 叭 核 苷 酸 在 酸性 溶液 中 较 易 受 破 
坏 。5 - 鸟 朵 吟 核 苷 酸 和 其 2 -(v f Ep k w£ ES no Ex W B ( tB pr 25 BL 
昔 酸 ) 的 水 湾 液 具有 很 强 的 鲜 味 ,而 其 它 核 昔 酸 溢 液 则 只 有 了 酸味。 以 
上 这 些 纯化 物质 均 可 制 成 结晶 。 

{2) 光 学 性 质 

由 于 三 基 具 有 共 思 双 键 ,使 碱 基 和 它们 的 核 背 、 核 音 衍 生物 在 特 
定 波长 处 显示 出 特征 的 光 吸 收 性 质 , 即 在 260nm 处 有 各 自 的 消光 系 
数 ( 见 表 8-2) 和 在 220 一 330nm 范围 内 表现 出 各 自 的 特征 吸收 光谱 
( 见 图 8-1)。 利 用 这 些 特点 可 对 它们 进行 定性 分 析 和 定量 鸿 定 。 


表 8-2 碱 基 、 核 背 、 核 痛 酸 的 光 月 收 特性 


分 子 名 称 
BEES06(135.13) 
BE E (267.24) 
5'-AMP(347.22) 
SISE2(151.13) 
鸟 苷 (283,24) 
S-GMP(363.22) 
Ma W88mE(11).10) 
胞 苷 (243.22) 
S'-CMP(323.21) 
尿 喀 院 (112.09) 
PR-+F(244.20) 


#DEMF(152.11) 
tk apy T$ 


(WL ,268.23) 


CA GA QA — — — — 4 c S CO 4 4 


(dT,242,23) 


S'-dTMP(322.21) D 
hvax 的 单位 为 nm. 
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s" s" 260 280 300 
Atnm) 
(b) 


200 250 300 350 
A(nm) 
(9) 
图 8-1 一 些 碱 基 的 特征 吸收 光谱 
(a) 中 性 溶液 内 RNA 中 四 种 硕 基 的 光谱 ; 
(b) 脱 气胸 肤 喧 核 萌 在 酸性 、 中 性 和 本 性 条 件 下 的 光谱 。 
(二 ) 碱 基 、 核 苷 和 核 苷 酸 的 离 解 性 质 
在 溶液 中 喀 啶 和 味 吟 碱 基 的 离 解 主要 发 生 于 杂 环 中 的 N 上 ,不 
过 喀 啶 碱 基 的 烯 醇 式 羟基 也 能 发 生 离 解 。 敲 解 常数 的 pK' 值 见 表 8- 
3 第 一 列 数据 。 


NH; 
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核 苷 的 离 解 bpK 值 与 相应 的 碱 基 有 所 不 同 ,这 是 由 于 戊 糖 的 羟 
基 也 能 离 解 (一 般 pK’ >12), 且 与 碱 基 的 离 解 相互 影响 有 关 , 可 见 事 
8-3 第 二 列 数 据 。 

核 背 酸 分 子 所 结合 的 磷酸 在 溶液 中 也 能 发 生 商 解 ,在 多 聚 核 苷 
酸 中 有 一 个 离 解 基 团 ,而 单 核 车 酸 中 磷酸 却 有 二 个 离 解 的 基 团 ,他 们 
的 离 解 反应 如 下 : 
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离 解 基 的 pKo 与 碱 基 环 含 N 的 pKm 所 决定 [p[ = (pKo + PKNV2]。 
各 类 核 苷 酸 的 pK’ 值 见 表 8-3 第 三 列 数 据 。 


表 8-3 一些 碱 基 、 核 将 和 核 昔 酸 的 pK 值 


tr De 4.15;9.8 3.5;12.5 3.8;0.9;6.2 
SIR y 3.2;9.6;12.4 | 1.6;9.2;12.4 l| 2.4;9.4;0,70;6.1 
B Wë e 4.6;12.5 4.15;12.5;12.3 | 4.5;0.80;6.3 
PRW6 TE 9.5 9.2;12.5 9.5;1.0;6.4 
胸腺 喀 喧 *! | 9.9 9.8;>13 10.0;—1.6;6.5 
"138 rH 36 E hq ie waru 8 31121 K: Ba 314 HEBS 05 pK 值 ; 

"2 29ky53c6) pK 值 。 


图 8-2 是 各 种 核 背 酸 随 pH 值 变 化 的 离 解 曲线 ,显然 可 利用 于 核 
苷 酸 分 离 。 自 然 界 存 在 的 自由 核 苷 酸 称 为 5 -磷酸 酯 ,所 以 通常 将 
5 - 核 车 -磷酸 简称 为 核 苷 磋 酸 。 原 来 认为 胸腺 聊 喧 是 DNA 的 独特 
成 分 , 故 将 脱氧 胸 革 简称 胸 背 -磷酸 (或 胸 甘 酸 ), 当 发 现在 某 些 RNA 
中 也 含有 少量 胸腺 喀 喧 核 苷 酸 后 ,就 将 RNA 中 存在 的 胸腺 喀 啶 核 
苷 酸 称 为 胸腺 喀 啶 核糖 核 苷 酸 。 
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离子 化 程度 %” 


0 
l 2 3 4 5 6 7 8 9 


pH 


82 四 种 核 苷 酸 的 离 解 曲线 比较 
(2) 第 一 硬 酰 基 ; {2) 第 二 兢 酸 基 ; 
(ce) 氮 基 ;td) 烯 醇 式 OH 基 。 


8.2 脱氧 核糖 核酸 (DNA) 的 结构 


核酸 是 以 核 井 酸 作 为 基本 单位 多 到 而 成 的 生物 大 分 子 。 很 多 实 
验 表 明 ,DNA 和 RNA 都 是 多 聚 核酸 长 链 分 子 ,它们 具有 一 级 结构 
( 即 核 苷 酸 的 组 成 和 排列 上 顺序) 与 高 级 空间 结构 ( 即 多 聚 核 昔 酸 链 的 
链 内 和 链 闻 借 和 毛 键 形成 的 折 秋 卷曲 构象 }。 

8.2.1 DNA 的 一 级 结构 

核酸 的 长 链 中 每 个 核 苷 酸 的 5 -磷酸 和 相 邻 核 音 酸 的 戊 糖 上 的 
3 -羟基 以 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 连接 起 来 ,而 脱氧 核糖 和 磷酸 的 连接 构 
成 DNA 分 子 的 主 链 , 各 种 碱 基 形 成 分 子 的 侧 链 。 虽 然 核 并 酸 的 种 
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类 不 多 ,但 由 于 核 苷 酸 的 数目 ,各 种 类 的 比例 和 排列 顺序 的 不 同 可 构 
成 多 种 结构 的 核酸 。 鉴 于 在 核酸 主 链 上 戊 精 和 磷酸 两 种 成 分 是 不 断 
重复 的 ,就 可 用 碱 基 的 排列 顺序 来 表示 核酸 的 一 级 结构 ,可 参见 图 
8-3 和 图 8-4。 在 简化 表示 法 中 p 代 表 磷 酸 基 团 , 当 它 在 核 苔 符号 


入 OH Cama: oH Cas Or G 
IS ma 
-0-0- Qe ‘No- -GH 


bo Do 


(a) 单 链 DNA 的 -级 结构 


A ç T G 
3' j; 3 I ; OH 
"sr pe hon A 
-ls 


(b} 线 牺 式 表示 法 Cc) 文子 表达 法 
图 8-3 单 链 DNA 的 一 级 结构 及 其 表示 法 
(b 中 垂直 线 代 表 糖 的 碳 链 ) 


《卓文 字 表 达 法 


8-4 双 链 DNA 的 一 级 结构 及 其 表示 法 
(S 闫 成 精 ,P 为 磷酸 ) ,TT 与 A 徊 二 横 代 表 可 生成 二 个 握 键 ;G 与 C 
浊 人 允许 有 三 个 所 链 联结 。 例 中 代 与 A.C 与 后 均 成 为 成 基 对 。 
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左边 时 表示 磷酸 与 糖 的 Cs 上 产 基 结合 , 当 它 在 该 核 昔 符 号 右边 时 ， 
则 表示 磷酸 与 糖 环 的 G: 上 产 基 结合 。 于 是 成 为 从 左 到 右 排 列 闫 序 
的 方向 ( 碱 基 顺 序 一 般 也 按 5' 一 3 方向 书写 和 阅读 )。 绾 大 多 数 的 
DNA 分 子 是 由 两 条 碱 基 互 补 的 单 链 构成 的 双 链 分 子 ( 参 见 图 8-4)。 
不 过 ,也 有 少数 DNA 是 单 链 分 子 { 如 网 菌 体 中 x 174)。 

DNA 分 子 可 按 线 状 { 单 链 、 双 链 ) 或 环 状 的 形式 存在 ,对 于 每 个 
线 状 形式 的 分 子 都 有 一 个 未 与 其 它 核 背 酸 相 连 的 5- 端 ( 始 端 羟基 ) 
和 3“- 端 (末端 关 基 )。DNA 是 有 极 性 的 , 它 的 相对 分 子 质量 非常 大 ， 
最 小 的 天 然 双 链 DNA 也 含 数 以 千 计 的 碱 基 对 {相对 分 子 质量 在 106 
以 上 ), 人 的 DNA 分 子 所 含 的 碱 基 对 (bp) 约 可 达 108 以 上 。 

不 同 生物 的 DNA 各 有 其 特定 的 碱 基 组 成 ,也 有 其 特定 的 核 昔 
酸 排列 顺序 (一 级 结构 ) ,这 决定 着 生物 的 遗传 特性 , 即 生物 的 遗传 信 
息 都 贮存 于 DNA 的 结 榴 中 ,也 就 是 DNA 按 相应 的 核 苷 酸 排列 顺序 
将 一 些 信息 编码 在 自己 的 结构 之 中 。 因 此 ,对 核酸 的 研究 具有 十 分 
重要 的 意义 ,也 是 开拓 生物 工程 的 重要 领域 。 

经 研究 发 现 , 在 DNA 分 子 中 往往 可 以 划分 出 不 同 的 区 域 ,不 同 
区 域 有 着 不 同 的 生物 功能 ,有 的 区 域 编码 特定 的 蛋白 质 或 RNA, 有 
的 区 域 则 起 着 复制 .转录 和 翻译 调控 信和 号 作用 ,这 些 区 域 在 DNA 分 
子 中 的 特定 分 布 构 成 了 DNA 分 子 的 “躯体 ”, 这 种 装配 被 称 为 DNA 
顺序 组 织 。 所 以 ,可 以 认为 DNA 顺序 组 织 是 建立 在 DNA 的 一 级 结 
构 基 础 上 , 它 将 结构 和 功能 融合 一 起 。 

DNA 在 原核 生物 和 真 核 生 物 中 的 一 级 结构 与 顺序 组 织 是 有 些 
不 同 的 。 在 原核 生物 中 DNA 的 大 部 分 成 分 是 功能 上 决定 蛋白 质 结 
构 的 结构 基因 ,并 往往 组 织 在 一 起 , 以 后 能 转录 于 同一 信使 RNA 
(mRNA) ,而 且 还 可 看 出 基因 重 人 要 现象 , 即 功能 上 相关 编码 不 同 蛋 昕 
质 的 基因 往往 交错 重生 于 DNA 某 一 区 域 ,例如 : 
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， .一 <。 K 基 因 的 起 始 密码 
基因 的 终止 密码 一 TGAT < 一 全 基 因 的 Asp 密码 


KK 基因 的 Asn ' Glu 密 码 一 > 
A 基因 中 的 1ys 和 每 止 密码 一 > 
使 同一 核 苷 酸 师 序 在 重 和 基因 中 包含 着 多 种 生物 信息 。 原 核 生 
物 的 DNA 中 很 少 观察 到 重复 出 现 所 请 重复 序列 的 核 苷 酸 序列 , 虽 
然 也 有 正 读 和 反 读 核 背 酸 序列 都 相同 的 回 文 结构 ,但 比 真 核 生 物 
DNA 蔓 少 且 长 度 较 短 ,大 多 数 出 现 于 限制 性 内 切 核 酶 作用 位 点 。 
在 真 核 生物 的 DNA 中 决定 蛋白 质 结构 的 结构 基因 只 占 小 部 
分 ,与 蛋白 质 有 关 的 结构 基因 组 织 在 一 起 的 情况 很 稀有 ,而 且 似 和平 没 
有 基因 重合 现象 , 却 在 编码 RNA 和 和 蛋白 质 的 基因 中 可 能 有 插入 顺 
序 。 还 可 能 转录 出 两 端的 非 编码 区 (参见 图 8-5)。 在 真 核 生物 的 
DNA 中 已 发 现 有 许多 重复 出 现 的 核 苷 酸 序列 ( 即 有 许多 重复 序列 )， 
有 的 重复 出 现 的 次 数 甚 至 高 达 百 万 次 ,成 为 高 度 重 复 顺 序 。 在 各 种 
DNA 中 ,重复 序列 的 长 度 可 各 不 相同 ,其 含量 也 大 不 宰 同 。 


挨 基 酿 编 号 1 30 31 194 105 146 


AAATGAGG < C 基因 的 Met ， Ar FË 


5' 非 编码 区 1M⁄i À. WW: E TU 
MOA MBI [ 《647bp) 3' dF 8 X 
(116bp) 


8-5 小 和 刀 fB 珠 蛋白 基因 的 插 人 顺序 
珠 蛋 白 由 146 氨基 柄 组 成 ,被 三 个 隔 开 的 外 显 子 所 编 
启 ,基因 中 除 插入 硕 序 外 ,还 转录 出 两 端的 非 编 码 区 。 


真 核 生物 DNA 结构 的 另 一 特点 是 具有 大 量 回 文 结构 [Paiin- 
dromic structure , 回 文 的 意思 是 一 级 结构 的 正 读 顺 序 与 反 读 顺序 都 
相同 的 回旋 (180") 对 称 性 ]。 加 文 结构 往往 出 现在 DNA 和 蛋白质 的 
顺序 排列 中 ( 参 抑 图 8-6) ,特别 在 起 调控 作用 的 蛋白 质 相 互 作用 的 
部 位 。 
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8.2.2 DNA 的 二 级 结构 5G_A- AT TG 
在 1953 年 , Watson 和 Crick : $ :: 

对 有 关 DNA 二 级 结构 的 研究 中 

总 结 了 大 量 实验 信息 ,例如 ， siA- 6G-_-A-T-c-T3 pan 

Wilkins 和 Franklin 对 不 同 来 源  ; = 2 

BJ DNA 纤维 进行 X- 射 线 衍射 结 

构 分 析 ,结果 表明 DNA 含有 两 条 ° we Y: 3 和 i Hae fl 

或 两 条 以 上 多 核 音 酸 链 的 螺旋 结 。 ”CE-es 

构 ;Chargaff 等 对 多 种 生物 DNA 图 8.6 三 种 限制 性 内 切 核 酚 酶 专 一 

的 碱 基 组 成 应 用 层 析 分 析 法 ,得 的 顺序 中 回 文 结构 示意 

知 DNA 中 的 腺 叮 哈 (A) 数 目 与 (# 表示 旋转 对 称 轴 / 

胸腺 喀 喧 人 T) 的 数目 相等 。 胞 喀 啶 (C) 的 数目 (或 有 5- 甲 基 胞 喀 喧 参 

与 ) 和 乌 坚 叭 (G) 的 数目 相等 ( 见 表 8-4); 电 位 滴定 法 实验 发 现 , 嗓 哈 

和 喀 啶 的 氨基 和 一 NH 一 OC 一 基 团 没有 滴定 曲线 ,而 DNA 的 磷酸 基 

团 有 滴定 得 线 ,并 进一步 推定 腺 嘎 蛤 (A) 和 胸腺 喀 院 (T) 间 是 以 两 个 

氨 键 连接 起 来 的 ,而 鸟 叶 哈 (G) 和 胞 喀 喧 (C) 间 允许 三 个 氨 键 相连 系 

等 。 于 是 提出 了 DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 ( 见 图 8-7)。 


; : FcoR i 
aC + 二 A— Ne GF 


表 8-4 不 同 来 源 的 DNA 中 碱 基 组 成 [摩尔 % } 


DNA 的 来 源 Bag Ent T es w 


0. 282nm H 
4 0. 284nm 


HG _ 50……H-N N H. 
i ps 
成 精 人 AN Q 


MRE ne gGma 。 太太 全 GE `H 
(b) Bi k; tE 
图 8-7 
(a )DNA 双 螺 旋 ( 右 旋 ) 结 构 带 条 表示 法 ， 
P 代表 磷酸 二 醒 键 ,S 代表 脱氧 核 精 。 
(二 ) 结 构 中 G-C 间 和 T-A 阳 的 氢 链 连 系 。 


DNA 双 螺 旋 结 构 模 型 认为 :;DNA 是 由 两 条 方向 相反 (一 条 5’-> 
3', 另 一 条 3 < ) 而 平行 的 多 聚 核 音 酸 链 ,围绕 共同 的 中 心 轴 构 成 
的 双 螺 旋 结 构 。 通 常 DNA 的 两 条 链 中 碱 基 按 照 A Ej T l G 15 C 
配对 互补 的 规律 ,通过 和气 键 连接 一 起 ,使 脱氧 核糖 和 碰 酸 二 栈 键 构成 
的 主 链 形成 右 旋 骨架 ,并 将 碱 基 对 层 敬 于 螺旋 内 人 删 ,其 碱 基 平 面 约 与 
旦 旋 中 心 轴 垂 直 , 又 可 异 碱 基 芳 香 环 的 z 电子 产生 蕊 水 堆 集 力 ,加 强 
Y DNA 双 螺 旋 结 构 的 稳定 性 。 核 糖 -磷酸 构成 的 主 链 在 外 仙 , 糖 环 
的 平面 约 与 中 心 轴 平 行 ,而 螺旋 表面 呈现 出 大 沟 和 小 沟 。 双 螺旋 的 
直径 为 2nm,2 个 相 邻 碱 基 对 平面 间 的 距离 是 0.34nm, 每 10 个 碱 基 
对 构成 一 段 完 整 的 转 一 周 螺旋 ,其 长 度 为 3.4nm( 螺 旋 )。 主 链 中 相 
邻 核 苷 酸 彼此 的 夹 角 是 36"。 

大 多 数 自然 界 的 DNA 二 级 结构 是 双 链 螺旋 结构 ,而 某 些 小 细 
菌 病 毒 如 $x 174 和 MI3 是 单 链 分 子 。 由 于 DNA 的 碱 基 顺序 不 同 ， 
所 处 的 相对 湿度 情况 . 盐 的 种 类 与 浓度 等 不 同 ,可 能 会 产生 不 同 的 双 

. 401 . 


螺旋 构象 。 例 如 DNA 钠 盐 纤维 在 相对 湿度 90% 时 所 处 的 状态 是 一 
种 只 型 构象 , 它 与 Watson 和 Crick 所 提出 的 DNA 双 螺 旋 模 型 非常 
相似 ,很 接近 和 低 离子 强度 溶液 和 组 胞 中 的 DNA 构象 。 如 果 是 钠 盐 、 
钾 盐 或 铭 盐 的 DNA 在 相对 湿度 75% 时 ,就 可 能 变 为 不 同 于 了 型 的 
A JF: ,其 碱 基 平 面 不 垂直 于 中 心 轴 而 是 倾斜 了 20", 相 邻 碱 基 赤 
角 为 32.7 , 螺 蝶 变 成 2.8nm ,每 转 一 周 的 碱 基 对 数 肯 也 相应 随 之 变 
化 。 当 钾 盐 的 DNA 在 相对 湿度 降 到 66% 时 ,DNA 就 变 成 C 型 , 碱 
基 平 面 的 倾斜 角 为 6" , 相 邻 碱 基 夹 角 为 38", 螺 距 为 3.1nm。 除 此 之 
外 ,还 可 能 有 其 它 的 多 种 构象 。 由 此 表明 , 双 凋 旋 外 侧 带 负 电荷 的 磷 
酸 基 团 同 带 正 电 荷 的 阴离子 (如 Na+ KRK+ Meg2z + 和 Mn2+ 等 的 结合 ) 
同形 成 的 离子 键 和 水 合作 用 对 DNA 双 螺 旋 结 构 也 有 一 定 的 稳定 作 
用 ,甚至 有 影响 构象 的 效应 。 

虽然 如 今 发 现 自然 界 存在 的 DNA 二 级 结构 几乎 全 是 右 旋 
DNA, (H Á T. @& H ÉJ y P Et dë t& d (C,G,C,G,C,G ) # Zb #t 3 *8 
0.09nm 的 XX 射线 入 射 分 析 中 得 知 是 左旋 的 双 螺 旋 结 构 。 它 的 以 碱 
基 对 连 系 的 上 反 向 平行 的 糖 - 磷 酸 双 主 链 是 哇 Z 字形 左 向 盘 绕 ,这 种 二 
级 结构 构象 被 称 作 Z-DNA。Z-DNA 的 螺旋 直径 为 1.8nm, 螺 距 为 
4.5nm, 螺 旋 每 转 一 周 合 12 碱 基 对 , 碱 基 对 偏离 中 心 而 近 螺 旋 外 侧 ， 
螺旋 表面 只 星 现 小 沟 。 由 此 推测 左旋 螺旋 也 可 能 存在 于 自然 界 
DNA 中 。 

由 上 述 得 知 ,DNA 存在 着 不 同 构象 的 变化 ,说 明 双 螺旋 结构 具 
有 一 定 柔 顺 性 ,在 不 同 条 件 下 转变 为 不 同 构象 可 能 有 不 同 的 生物 功 
能 。 

8.2.3 DNA 的 三 级 结构 

双 螺 旋 结 构 的 DNA 在 三 维 空间 进一步 扭曲 就 会 形成 DNA 的 
三 级 结构 ,有 的 可 时 线性 分 子 形式 存在 ,有 的 也 可 能 以 共 价 双 链 环 状 
结构 出 现 。 某 些 噬 菌 体 DNA , 某 些 细菌 或 小 病毒 的 DNA ,线粒体 与 
叶绿体 中 DNA 等 ,它们 的 相对 分 子 质 量 不 太 大 ( 约 在 10 一 107) , 较 
易 构 成 双 链 环 状 形式 , 环 状 结构 又 含 两 种 类 型 :松弛 型 环 状 结构 与 超 
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螺旋 型 结构 (参见 图 8-8)。 当 某 些 线 状 DNA 与 其 它 分 子 (特别 是 与 
鼻 百 质 分 子 ) 结 合 时 ,也 可 能 构成 超 螺旋 构象 ,可 见 超 螺旋 结构 具有 
普遍 生理 意义 。 


(a) (Co) tc) (D) 


RFI8-8 DNA 三 级 结构 模式 
(a) 线 型 双 螺 旋 结 构 ;(5) 环 状 松弛 型 结构 ;(c) 环 状 超 嵌 旋 型 
结构 ;(a) 纺 绕 在 组 蛋白 (图 球 表 示 ) 上 的 超 螺 旋 DNA( 带 状 
表示 ) ,结合 成 核 粒 的 三 级 结构 。 


超 螺旋 结构 又 可 分 为 右 旋 超 螺 旋 , 常 称 负 超 螺 旋 和 左旋 超 螺旋 
又 称 正 超 螺旋 。 负 超 螺 旋 是 环 状 双 链 DNA 普遍 存在 的 超 螺旋 形 
rÑ, H TE 8 10 个 核 苷 酸 旋转 一 周 的 正常 B 型 DNA 双 螺 旋 多 转 
了 几 圈 而 产生 了 相应 的 张力 ,使 分 子 内 部 原子 偏离 正常 位 置 , 重新 排 
列 导 致 分 子 进一步 扫 曲 。 这 扭曲 张力 的 作用 有 解 开 双 螺 旋 的 倾向 。 
正 超 螺 旋 提 供 的 一 种 扭曲 张力 是 有 拧紧 双 螺 旋 的 倾向 。 它 们 与 正常 
的 没有 张力 的 环 状 双 链 ( 称 松弛 态 ) 关 系 如 图 8-9。 
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真 核 细胞 染色 质 DNA 的 结构 极为 复杂 , 双 螺 旋 DNA 盘 绕 在 给 
蛋白 上 形成 超 螺旋 而 维 合 为 核 粒 ,许多 核 粒 经 DNA 链 连 在 一 起 构 
成 念珠 状 串 链 结 构 , 念 珠 状 串 链 进 一 步 盘 绕 构 成 更 复杂 更 高 层次 的 
结构 。 


8.3 RNA 的 结构 


8.3.1 RNA 结构 与 DNA 的 相似 和 差异 

RNA ET DI 3 ,5 -磷酸 二 酯 键 连接 起 来 的 链 状 分 子 , 这 一 
点 与 DNA 相似 。RNA 一 般 比 DNA 小 得 多 ,最 小 的 有 80 个 左右 核 
音 酸 ,相对 分 子 质量 约 25000, 最 大 的 不 过 3000 4- Z 3⁄7 T Ë2 , FBxT 
分 子 质量 约 有 104。 根 据 X- 射 线 分 析 和 RNA 的 某 些 物理 化 学 性 质 
证 明 ,大 狗 数 天 然 RNA 分 子 是 单 链 的 ,RNA 也 是 由 四 种 基本 碱 基 排 
列 顺 序 组 成 的 ,不 过 分 子 中 没有 胸腺 喀 院 , 却 有 尿 喀 喧 ( 参 见 图 8- 
10) ,也 包含 一 些 稀有 了 碱 基 如 假 尿 旷 院 , 甲 基 化 碱 基 等 。 
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图 8-10 RNA 
《a) 组 成 和 顺序 排列 片 县 ;tb) 线 条 式 表 示 波 。 


除了 少数 如 伤 瘤 病 毒 等 具有 双 链 结构 之 外 ,在 RNA 中 入 与 UU、 


G 与 C 之 间 一 般 不 像 DNA 那样 有 严格 的 碱 基 组 成 比 规 律 。 由 于 
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RNA 链 的 自身 回 折 ,在 许多 局 部 区 域 造 成 可 配对 互补 的 碱 基 相 遇 而 
产生 碱 基 对 ,让 A 与 U,G 与 C 之 间 由 氢 键 连接 而 构成 局 部 双 螺 旋 
结构 。 不 能 配对 的 碱 基 区 则 形成 环 状 突出 区 域 。 不 同 的 RNA 它 的 
双 螺 旋 区 占 的 比例 各 不 相同 ,并 和 DNA 双 螺 旋 有 一 些 差 别 ,RNA 内 
约 有 40% — 70% 的 核 苷 酸 参 与 螺旋 的 形成 ,所 专 多 核 营 酸 链 的 
RNA 是 含有 许多 短 而 不 完全 的 螺旋 区 。 图 8-11 以 顺序 排列 方式 表 
示 了 这 类 结构 。 
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cos oss 
Gc s 


S G 
pt AU mG U 
GCG 


3 $ 
TiGCBL 反 密码 环 (发 严 状 ) 
图 8-11 Penswick 等 修正 的 三 叶 草 寺 式 酵母 丙 氨 酸 
-tRNA 的 核 苷 酸 头 序 及 二 级 结构 
A= Ef .,G= S+ ,C= Neft ,U= PE .T= Wikus tr, 
I= 次 黄 昔 ,y= 和 假 尿 车 ,D=5,6- 二 和 气 尿 从,m'I= 1- 甲 基 次 
CH m G= 1 甲 基 乌 苷 ,nzG=I ,SP- 二 甲 基 鸟 苷 。 


RNA 的 结构 按 主要 的 三 类 (转运 RNA、 人 和信 使 RNA、 核 糖 体 
RNA) 分 别 进行 讨论 。 

8.3.2 转运 RNAItRNA) 的 结构 

tRNA 的 作用 主要 是 在 机 体内 为 其 合成 蛋白 质 并 转运 氨基 酸 方 
面 。 然 而 ,每 种 氨基 酸 都 有 一 种 或 儿 种 相应 的 tRNA ,一 般 tRNA 含 


*， 405 ` 


Va ———nnVOI 


有 70—90 个 核 苷 酸 ,相对 分 子 质量 为 25000 左右 ,沉降 常数 约 43。 

Holley 等 首先 在 研究 丙 氨 酸 -tRNA 一 级 结构 基础 上 提出 tRNA 
的 三 叶 草 时 型 二 级 结构 模型 ( 见 图 8-11) ,后 来 发 现 tRNA 几乎 都 类 
似 三 叶 草 叶 弄 ,一般 由 四 辟 四 环 组 成 ,能 构成 碱 基 对 的 区 域 形成 辟 ， 
不 能 形成 碱 基 对 的 区 域 则 构成 突 环 ,3- 端 都 是 C,C,AQH, 而 5 - 端 多 
数 为 pG, 少 数 是 rcC。 整 个 三 时 草 叶 型 结构 可 分 五 个 部 分 。 

氨基 酸 接 受 转 运 臂 是 由 5 个 以 氨 键 连接 的 碱 基 对 和 2 对 无 氢 键 
连 系 的 碱 基 组 成 ,富有 G-C 碱 基 对 。 它 带 有 CIC,AOH3 端 接受 氨基 
酸 的 部 位 ,在 转运 氨基 酸 时 ,活化 了 的 氨基 酸 就 连接 在 此 突出 的 3- 
端 CCA 的 A 上 被 转运 。 

在 左 侧 一 车 所 连接 的 突 环 含有 两 个 二 氢 尿 喀 喧 (D) 分 子 , 称 作 
二 握 尿 喀 喧 环 (DHU 环 或 简称 D 环 )。 该 环 通 过 3 一 4 个 碱 基 对 所 
形成 的 短 臂 和 +RNA 主体 连接 。 

右 侧 有 一 个 含有 TC 顺序 的 TuC 环 人 代表 假 尿 苷 ); 它 是 由 了 
个 核 萌 酸 组 成 的 ,除了 个 别 之 外 ,所 有 tRNA 都 含 TyC 了 碱 基 序列 ,这 
序列 (GTyCG) 有 识别 核 粮 体 并 参与 rRNA 中 一 些 保 守 序 列 相互 作 
用 的 功能 。TYyC 环 是 通过 5 个 碱 基 对 作为 臂 和 tRNA 主体 相连 的 。 

下 方 有 含 7 个 核 昔 酸 的 反 喀 码 子 环 , 环 中 三 个 碱 基 (IGC) 是 与 
三 联 密码 相对 应 的 反 密码 。 反 密码 子 的 第 三 个 (5’ 端 ) 碱 基 称 为 变 侦 
碱 基 , 当 密 码 子 与 反 密 码 子 配 位 时 ,与 变 偶 碱 基 结 合 的 密码 子 3 3 
碱 基 可 有 某 种 程度 的 变动 。 该 反 密 码 子 环 是 通过 与 5 个 碱 基 对 所 构 
成 的 臂 和 主体 连接 。 

在 反 密 码 子 环 与 TyC 环 按 顺序 相互 连接 的 中 间 夹 有 一 突 环 称 
为 可 变 环 。 不 园 的 tRNA 中 可 变 环 上 核 昔 酸 的 数 且 变化 较 大 ,变动 
的 范围 约 在 3~18 个 的 碱 基 , 据 此 可 用 于 鉴别 不 同 的 tRNA。 

tRNA 的 三 级 结构 是 在 顺序 排列 和 二 级 结构 的 基础 上 进一步 折 
符 所 形成 的 倒 L 形 构象 (图 8-12), 其 中 氨基 酸 接 受 壁 和 TyC 组 成 一 
个 双 螺 旋 ,构成 二 字形 的 下 部 横 划 。D 环 和 反 密 码 子 环形 成 另 一 双 
螺旋 ,构成 L 字形 的 竖 划 。L 字形 的 上 端 是 反 密 码 子 ,其 横 划 一 端 为 

` 406 : 


CCA3 -OH 端 。L 形 折 个 构象 可 能 是 所 有 的 真 核 tRNA 和 原核 tR- 
NA 都 呈现 的 三 级 结构 。 不 过 ,各 种 tRNA 之 间 是 有 些 差别 的 ,例如 
两 个 螺旋 间 拐 角 的 大 小 ,CCA 端 伸 延 的 程度 等 。 丰 外 ,tRNA 分 于 中 
都 含有 多 少 不 等 的 修饰 碱 基 , 在 各 tRNA 中 某 些 位置 上 含 核 苷 酸 种 
类 变化 很 少 ,甚至 往往 是 不 变 的 核 苷 酸 。 


图 8-12 酵母 位 丙 氨 酸 tRNA 的 三 级 结构 
不 同 的 RNA, 其 核 荐 酸 组 分 
和 突 序 排列 可 有 所 不 局 。 


8.3.3 信使 RNA[fmRNA) . 

真 核 生 物 和 原核 生物 的 mRNA 在 结构 上 是 不 同 的 ,在 原核 生物 
中 mRNA 多数 是 多 顺 反 子 , 即 编 码 的 转录 产物 往往 包括 多 种 蛋白 
质 ,而 真 核 生 物 的 mRNA 一 般 是 单 顺 反 子 ,病毒 的 RNA 也 是 单 顺 反 
子 ,mRNA 分 子 的 大 小 可 以 相差 很 大 。 

真 核 细胞 的 mRNA 是 在 细胞 核 中 转录 合成 的 ,然后 在 细胞 质 中 
翻译 为 重 日 质 ,于 是 mRNA 5'- 末 端 都 有 一 个 特殊 的 m7G5pppzNnY 
(Noor)" 帆 子 ”, 其 中 Go 为 ?号 位 N 上 被 甲 基 化 了 的 5 - 鸟 营 三 辜 
Bë, No (Nr) 代表 核 留 2 号 碳 和 位 羟基 上 和 氧 由 甲 基 取代 了 的 两 个 相 
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邻 核 苷 酸 , 它们 三 者 通过 两 个 5 -磷酸 酯 键 相 连接 一 起 (图 8-13)。 
5 -末端 帽子 结构 与 蛋白 质 的 翻译 起 始 有 关 。 绝 大 多 数 mRNA 在 3'- 
末端 有 一 段 长 约 200 个 残 基 的 多 腺 苷 酸 (polyA 刀 尾巴 " ,polyA 的 作 
用 可 能 和 mRNA 从 细胞 核 转移 至 细胞 质 有 关 , 还 可 能 和 mRNA 的 
半 洗 期 有 关 。 


总 长 500—5006 # FË 
长 度 不 定 300— 3000 100~25t 30~200 


5 (5 幅 子 ) (msA) GA A) (RA) 3 一 末端 
m'G`npóÉóNm(Nm)> AUC 编码 区 UAA AAAAA;. AAAAOH 
UAG 


Fie Sa 要 
O CH; 
| + 
¿i s ° 
Me Sa —0—P—0—P—-03 o. 8 
(H O | (o) 
O O O 
0 OCH: 
o-1-0 o. Ë 
O 
O OCH, 
0=P- oO- 
OO- 
图 8-13 
(a ) 真 核 生物 mRNA 的 结构 示意 ; 


(5 ) 真 核 生物 mRNAS5' 端 帆 子 结构 通 式 (B， ,了 为 碱 基 )。 


原核 生物 细胞 的 mRNA 一 般 没 有 这 种 帽子 结构 ,也 无 polyA 结 
ËJ. 

生物 界 有 多 种 多 样 的 mRNA, 它们 的 分 子 长 链 存在 各 种 复杂 的 
回 折 所 产生 的 双 螺 旋 与 突 环 结 构 , 例 如 图 8-14 的 噬菌体 MS; 的 
RNA 分 子 中 外 壹 蛋 白 基 因 的 二 级 结构 已 是 相当 复杂 了 。 
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8.3.4 rRNA 

rRNA 是 构成 核 精 体 的 主要 成 分 。 原 核 生 物 的 RNA , 例如 大 肠 
杆菌 有 三 类 5S rRNA( 相 对 分 子 质 量 约 36000 , 核 背 酸 数目 120) .16S 
rRNA 相对 分 子 质量 约 5.5 x 105 , 核 苷 酸 数目 1700) 和 23S rRNA 
(相对 分 子 质量 1.2 x108 , 核 苦 酸 数目 3700)。 真 核 生 物 的 rRNA 较 
复杂 ,有 5S.5.8S.16S.18S.25S 和 28S 2£ rRNA, 

原核 生物 和 真 核 生 物 都 含有 的 SS rRNA, 由 图 8-15 示 出 它 的 二 
级 与 三 级 结构 , 它 有 五 个 双 螺 旋 区 {(A~E), 一 个 多 分 支 环 (M) ,二 个 
中 辐 环 (了 1, 了 2) 和 二 个 突 环 (H;, HH)。 在 单 链 部 分 有 一 些 保守 的 序 
Zi) ,例如 参与 和 tRNA 的 GTWCG 相互 作用 的 CGAAC 序列 ,以 及 参 
与 和 50S 核糖 体 亚 基 中 的 蛋白 质 相 互 作 用 的 GCGCCAAUGGUAGU 
序列 。5S rRNA 在 二 级 结构 基础 上 进一步 折合 所 形成 的 三 级 结构 
绘 于 图 8-15(b)。 


图 8-15 5S rRNA 的 二 级 结构 (a) 与 三 级 结构 (b) 
A-E 为 并 链 区 ,NM 为 多 分 枝 环 ,Ti 和 J 为 中 间 环 ,Hl 和 H, 为 突 环 。 


真 核 生物 所 含 的 5,8S rRNA 是 在 28S RNA 变性 条 件 下 分 出 而 

得 到 的 , 它 由 160 个 左右 的 核 霸 酸 组 成 (图 8-16) ,其 一 级 结构 中 有 

CGAAC 保守 系列 ,由 此 推测 , 它 可 能 起 着 类 似 于 SS rRNA 的 功能 。 
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图 8-16 酵母 的 5.8S rRNA 的 二 级 结构 


| 存在 也 原核 生物 或 叶绿体 等 细胞 器 中 的 16S rRNA, # H J 
1500 个 以 上 核 背 酸 组 成 ,其 中 有 少量 的 修饰 核 彰 酸 。 它 们 具有 很 强 

的 进化 上 保守 性 ,致使 各 种 来 源 的 16S rRNA 却 有 相似 的 二 级 结构 ， 
而 且 在 非 螺旋 区 的 某 些 序 列 一 级 结构 也 保守 不 变 。16S rRNA 有 十 
分 复杂 的 结 树 和 生物 功能 , 它 的 3- 末 并 存在 的 一 个 ACCUCCU Pr 
列 能 和 mRNA 翻译 起 始 区 互补 ,还 在 有 些 茎 辟 土 出现 突 起 的 单 碱 
基 , 这 可 能 与 识别 核糖 体 蛋 白 有 关 。 

18S rRNA 是 由 1800 个 左右 核 苷 酸 组 成 的 ,其 中 位 于 结 格 的 高 
度 保 守 区 含 一 些 甲 基 化 的 修饰 成 分 。 它 具有 很 强 的 进化 保守 性 与 
16S rRNA 相似 ,其 高 级 结构 是 非常 复杂 的 。 

23S rRNA 和 16S rRNA 一 样 ,存在 于 原核 生物 或 叶绿体 等 细胞 
中 ,是 由 约 3000 个 以 上 核 背 酸 组 成 。 分 子 中 存在 着 与 tRNA、5S 
rRNA.S.8S rRNA 等 相互 作用 的 位 点 。 它 在 结构 上 也 共有 进化 保 
守 性 ,其 二 级 结构 也 很 复杂 。 

26S rRNA 由 约 3400 个 核 背 酸 组 成 ,其 中 含 较 多 修饰 成 分 , 结 
构 上 也 有 很 多 保守 区 。 其 二 级 结构 尚未 研究 清楚 。 
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8.4 DNA 和 RNA 的 性 质 


8.4.1 DNA 的 物理 性 质 和 解 离 性 与 稳定 性 

(一 )DNA 一 般 是 双 链 螺旋 结构 大 分 子 , 相 对 分 子 质 量 为 104 一 
102。 双 链 中 碱 基 对 数目 有 103 一 104。 链 长 lum~ 10um ,长 度 与 直 
径 比 达 107 左右 。DNA 通常 是 具有 一 定 卷曲 度 的 线性 分 子 。 它 们 
的 水 溶液 有 很 高 的 粘度 ,加 热 或 其 它 处理 后 破坏 螺旋 结构 而 使 DNA 
分 子 变性 时 ,其 粘度 会 下 降 。 

二)DNA 分 子 具有 很 大 的 沉降 常数 (图 8-17 So) 和 浮力 密 
度 ,通常 可 采用 氧化 铭 密 放 梯 度 离心 技术 测 得 DNA 的 浮力 密度 ,并 
由 此 得 到 DNA 中 G- 习 含量 的 信息 ,以 利于 区 分 单 链 DNA 和 双 链 
DNA。 


0.2 — T 2 5 40 20 50 100 
相对 分 子 质 量 X 夫 


图 8-17 DNA 相对 分 子 质 量 和 粘度 (7) 
及 沉降 常数 (S) 的 关系 


(三 )DNA 在 紫外 区 有 强 吸 收 ,最 大 吸收 峰 位 于 260nm 处 , 据 此 
260nm 光 吸 收 值 可 对 核酸 进行 定量 测定 。 但 由 于 DNA 分 子 太 大 而 
且 大 小 不 同 , 很 难以 其 摩尔 消光 系数 表示 。 然 而 通常 可 用 摩尔 原子 
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磁 消光 系数 [e(p)] 计 算 , 即 

e(p) = AcoZCi (8.4-1) 
式 中 “C 一 一 代表 磷 原 子 的 浓 庆 ,mol'dm 3; 

一 一 代表 光 径 。 

DNA 的 e(p) 值 一 般 为 6x 105 — 8 x 103 , 它 比 其 所 含 的 核 苷 酸 在 单 体 
时 的 e(p) 值 总 和 要 低 , 降 低 的 程度 可 能 部 分 和 双 链 结构 有 关 。DNA 
变性 后 e(p) 值 升 高 ,表现 出 “增色 效应 ”, 而 复 性 后 e(p) 又 恢复 到 原 
来 的 水 平 ,这 被 称 为 “ 减 色 效应 ”"。 

(四 ) 多 聚 核 苷 酸 的 DNA 是 一 种 多 元 酸 , 其 末端 5 -磷酸 基 有 二 
个 能 离 解 的 H* ,它们 分 别 是 pKis1.5 和 bpKzs<6.0。 磷 酸 二 酯 键 
中 的 磷酸 基 也 可 离 解 ,bpK 值 为 1.5 左右 。 在 通常 的 DNA 抽 提 溶液 
中 ,这 些 磷酸 基 全 部 处 于 离 解 状态 ,因此 呈现 较 强 的 酸性 。 于 是 多 表 
离子 的 DNA 可 与 金属 离子 成 盐 , 也 可 与 多 阳离子 的 碱 性 蛋白 、 组 蛋 
白 , 亚 精 胺 等 结合 。 

DNA 的 碱 基 有 部 分 以 氨 键 组 成 碱 基 对 (bp) 而 形成 双 螺 旋 结构 
的 维系 作用 力 , 所 以 DNA 中 的 碱 基 离 解 性 能 受到 和 氢 键 形成 和 稳定 
的 密切 影响 , 因此 溶液 的 pH 值 能 直接 影响 DNA 的 稳定 性 。DNA 
的 pH 稳定 范围 一 般 是 4 一 11 ,其 等 电 点 在 3 左右 。 

8.4.2 DNA 的 变性 和 复 性 

(一 )DNA 的 变性 

DNA 双 螺 旋 结 构 的 破坏 称 为 变性 ,这 和 蛋白 质 的 二 级 结构 变性 
一 样 , 多 紊 核 背 酸 二 酮 键 的 靳 裂 不 属于 变性 范畴 。 由 于 DNA 双 螺 
旋 结 构 主 要 靠 氢 键 和 朴 水 相互 作用 力 维系 , 因 示 凡是 能 破坏 氢 键 和 
朴 水 作用 力 的 因素 就 会 引起 DNA 变性 ,例如 加 热 ,加 入 酸 或 碱 、 一 
些 有 机 溶剂 akta. AP. DNA 高 级 结构 变性 的 难 易 ( 即 结构 的 
稳定 性 ) 除 与 外 部 影响 因素 有 关外 ,还 取决 于 它 本 身 的 结构 ,例如 在 
DNA 中 核 苷 酸 的 顺序 排列 所 组 成 的 G.C 对 含量 高 的 ,就 相对 的 较 
稳定 , 环 状 双 链 DNA 比 线性 DNA 不 易 变性 。 

DNA 的 变性 是 双 螺 旋 结 构 变 为 无 规 线 团 的 结果 ,因此 随 着 变性 
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DNA 洲 液 的 流体 力学 性 质 亦 会 发 生变 化 ,例如 粘度 降低 、 沉 降 常 数 
和 和 浮力 密度 增 大 。DNA 中 某 些 碱 基 从 氢 键 中 解脱 而 暴露 出 来 ,导致 
紫外 吸收 增高 而 呈现 增色 效应 。 变 性 会 使 DNA 失去 生物 活性 。 

DNA 的 热 变 性 过 程 可 用 跟踪 升温 过 程 所 呈现 的 增色 效应 来 获 
得 信息 。 图 8-18(a) 是 以 紫外 吸收 值 对 温度 作 图 来 表征 热 变 性 过 程 
的 ,一 般 由 此 能 得 到 一 条 S 形 曲线 ,很 陡 部 位 发 生 在 相当 狭 的 温度 范 
二 内 ,在 这 一 .紫外 吸收 值 婚 变 的 温度 范围 中 点 称 为 热 变 性 温度 ,可 以 
认为 这 是 DNA 的 "熔点 Tm”, 也 说 明 变 性 过 程 可 用 紫外 吸收 值 的 牙 
变 过 程 来 检定 。 如 果 用 跟踪 升温 过 程 所 呈现 的 流体 力学 性 质 一 一 粘 
度 变 化 也 能 得 到 类 似 的 曲线 [图 8-18(b) ] ,同样 ,曲线 牙 变 区 的 中 点 
温度 为 DNA BE sx (Tm). fE Tm 值 左右 范围 内 DNA 的 粘度 急速 下 
降 。 


吸光 度 (260nm) 


8-18 
(a)DNA 变 插 与 紫外 昭 收 的 增色 效应 ;{b)DNA 变性 与 粘度 变化 。 


(二) 影响 DNA 变性 过 程 的 因素 
DNA 的 热 变性 过 程 及 其 熔点 是 与 多 种 因素 有 关 。 通 常 ,Tm 的 
高 低 和 DNA 分 子 中 G 一 C 对 含量 是 成 正比 关系 ,可 参见 图 8-19 ,并 
以 下 述 经 验 式 表达 : 
% (G —- C %f)= (Tm-69.3) xX2.44 (8.4-2) 
介质 的 离子 强度 亦 会 影响 变性 过 程 ,Tm 往往 随 离子 强度 升 高 
而 升 高 , 骂 在 较 高 的 离子 强度 环境 下 DNA 较 稳定 。 图 8-20 显示 了 
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图 8-19 DNA 的 Tm 与 其 G- 避 对 食量 的 关系 
《a) 各 种 来 源 的 DNA 所 售 (C 一 GO 对 的 %% 与 Tm 关系;(b) 各 种 
{G 一 C) 对 % 影 响 下 260nm 兹 让 相对 级 收 随 温度 的 联 变 衔 线 。 


DNA 热 变性 与 溶液 ( 含 KCL) 离 子 强度 的 关系 。 所 以 在 极 稀 的 盐 溶 
液 中 ,DNA 是 不 宜 保存 的 。 
1-.50 


1.40 


E92bDnmy 


85 


图 8-20 大 上 肠 杆 菌 K 12- 细 胞 的 DNA 热 变性 
与 溶液 L(KCU) 离 子 强 度 的 关系 


介质 的 离子 强度 不 仅 影 响 Tm 的 高 低 ,而且 也 影响 S 形 曲线 的 

陡 度 , 较 低 的 离子 强度 时 ,DNA 的 炊 解 温度 范围 也 较 宽 。 然 而 仪 根 

据 S 形 曲线 的 陡 度 不 能 判定 离子 强度 的 高 低 , 因 为 DNA 的 均一 性 

影响 着 S 的 陡 度 。 然 而 在 某 些 情况 下 ,S 形 曲 线 的 桂 度 却 可 用 于 判 
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B DNA 的 均一 性 。 鲍 如 人 工 合成 的 多 聚 核 背 酸 Polyd(A - T) ,Poly 
(G- C) 及 某 些 病毒 等 较 均 质 DNA, 其 熔 解 温度 范围 较 窜 ,而 异 质 
DNA 的 熔 解 过 程 具有 较 宽 的 温度 范围 。 

在 研究 中 发 现 ,一 定 条 件 下 的 DNA 变性 可 以 一 个 区 域 一 个 区 
域 地 进行 , 宣 含 A- 下 对 的 区 域 最 容易 先 发 生 变性 。 从 电子 显微镜 
下 可 以 观察 到 双 链 和 变性 区 域 形成 小 泡 的 相隔 现象 。 因 此 ,利用 这 
种 DNA 局 部 先后 变性 图 谱 的 不 同 来 识别 DNA 中 特定 基因 的 位 置 。 

(三 )DNA 的 复 性 

DNA 变性 后 的 二 条 链 , 在 消除 变性 因素 后 , 仍 可 通过 碱 基 配 对 
互补 重新 缔 合 为 原来 的 双 螺 旋 结 构 , 这 种 过 程 称 为 复 性 。 伴 随 复 性 ， 
DNA 的 一 系列 物理 化 学 性 质 得 到 重 现 ,生物 活性 也 可 能 部 分 甚至 全 
部 恢复 ,粘度 增高 ,浮力 密度 下 降 , 在 紫外 吸收 方面 表现 减 色 效应 ,于 
是 复 性 过 程 通常 也 可 借 紫 外 吸收 值 的 变化 进行 眼 踪 。 

复 性 过 程 是 二 条 链 恢 复 双 螺旋 结构 过 程 ,因此 它 是 双 分 子 反 应 ， 
就 可 用 二 级 反应 动力 学 描写 , 即 SÑCDNA + S 一 DNA 一 >d 一 DNA 

de/dt= — ke (8.4-3) 
S—DNA 和 S' 一 DNA 分 别 代表 完全 变性 后 双 螺 旋 解 散 成 的 二 条 单 
链 , 它 们 的 摩尔 浓 央 应 相等 ,如 以 Cu 和 C 分 别 表示 单 链 DNA(CS 一 或 
S$ 一 ) 在 起 始 (t=0) 时 和 +t 时 的 摩尔 浓度 (以 核 并 酸 摩 尔 浓 度 表 示 )， 
于 是 可 从 +t=0 到 t+ 时 的 C, 变化 到 CC 来 积分 而 得 


== 1+kG* m = 1/(1+kG) (8.4-4) ` 


当 DNA 复 性 一半 即 C/C。= 吉 时 , 则 
tl = 1/kC, (8.4-5) 


式 中 一 一 代表 反应 速度 常数 ,也 就 是 复 性 速度 常数 ; 
bp 一 一 代表 DNA 半 复 性 时 间 , 以 秒 为 单位 。 
C/C, 对 Ct 作 图 可 得 到 一 条 S 曲线 ,曲线 的 中 点 为 Cutaz( 图 8-21)。 
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女性 双 链 DNA 部 分 
= 


10—* 10-510-4 10-2 10-°10-' 1 10 1⁄2 10 
Co * t,məol < s/L 


Ël821 DNA 的 复 性 曲线 


复 性 是 一 个 多 步 又 的 过 程 ,首先 需要 某 个 区 域 能 配 位 互补 的 碱 
基 形 成 双 链 核心 ,然后 配对 范围 扩大 直至 复 性 完成 。 双 链 核心 的 形 
成 是 全 复 性 过 程 的 限 速 步骤 和 关键 环节 。 

(四 ) 影 响 DNA 复 性 的 因素 

DNA 复 性 的 影响 因素 很 多 ,一 般 有 :(1) 能 否 完全 恢复 到 变性 前 
原生 物 活性 是 与 DNA 结构 的 复杂 性 有 关 ,结构 越 复 杂 , 碱 基 误 配 的 
几率 就 越 大 ,还 可 认为 复 性 的 速度 常数 与 DNA 的 复杂 性 成 反比 , 因 
此 ,通常 顺序 简单 的 DNA 比 顺序 复杂 的 ,高 度 重 复 顺 序 的 DNA 比 
单 拷贝 序列 的 , 均 质 的 DNA 比 异 质 的 , 复 性 速度 较 快 , 复 性 就 越 容 
易 ;(2) 小 片段 复 性 比 大 片段 复 性 快 ; (3) 增 高 浓度 ,可 加 速 复 性 ,从 
(8.4-5) 式 可 知 ,其 半 复 性 时 间 ty 会 缩短 ;(4) 温 度 升 高 使 复 性 速度 


常数 上 二 Ae- 疝 增 大 ,有 利于 复 性 。 低 温 不 仅 使 复 性 缓慢 ,而 且 碱 基 
误 配 片段 的 修正 也 就 困难 。 通 常 复 性 温度 不 能 太 低 ,以 逐步 缓慢 地 
降低 至 比 Tm 低 25 左右 为 宜 ;(S) 高 盐 浓 度 条 件 下 复 性 较 快 。 

在 促使 DNA 复 性 的 实际 操作 中 ,务必 提供 变性 的 DNA 在 复 性 
的 这 一 转变 过 程 时 所 需要 满足 的 相当 缓慢 地 进行 复 性 的 条 件 。 如 果 
是 热 变性 的 DNA, 则 只 有 在 逐渐 非常 缓慢 地 冷却 条 件 下 才能 复 性 。 
又 冷 往往 会 导致 氨 键 重新 形成 时 误 配 而 呈 无 规则 构象 ,不 能 实现 复 
性 的 旭 的 。 然 而 即使 提供 了 复 性 的 环境 , 复 性 后 的 DNA 也 不 一 定 
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能 完全 回复 到 原来 天 然 的 结构 状态 ,于 是 DNA 的 生物 活性 也 不 一 
定 能 得 到 完全 复原 。 因 为 不 同 变性 的 DNA 片段 之 间 会 通过 碱 基 互 
补 配对 进行 所 谓 杂 交 的 “ 复 性 ", 这 种 杂交 不 仅 可 以 发 生 在 DNA 与 
DNA 链 间 ,也 可 在 DNA 与 RNA 链 的 同 源 序列 之 间 进 行 。 

研究 复 性 过 程 所 发 现 的 杂交 技术 已 广泛 地 应 用 于 DNA 的 研究 
中 ,成 为 研究 DNA 结构 与 其 功能 关系 的 一 种 有 力 手段 ,如 研究 特定 
基因 的 频率 和 异 源 DNA 的 相似 程度 ,以 及 与 电镜 配合 来 研究 基因 
的 组 织 顺序 , 测 得 基因 定位 ,探索 真 核 生 物 中 DNA 的 插入 顺序 等 。 

8.4.3 RNA 的 性 质 

RNA 类 似 于 DNA, 也 是 多 聚 核 疹 酸 ,在 结构 上 或 多 或 少 具有 部 
分 双 蝎 旋 构 象 ,因此 在 物理 化 学 性 质 上 RNA 与 DNA 很 相似 。 然 
而 ,在 结构 上 RNA 与 DNA 毕竟 有 些 不 同 , 因 而 性 质 上 也 有 小 的 差 
异 ,例如 RNA 溶液 也 有 高 的 精度 ,但 相对 于 DNA 溶液 ,其 粘度 要 小 
得 多 。RNA 的 摩尔 原子 磷 消 光 系 数 elp) 值 为 7000 一 10000, 略 大 于 
DNA. RNA 浮力 密度 比 双 链 DNA 更 高 。 

RNA 也 有 变性 和 复 性 现象 ,其 变性 曲线 较 平 坦 ,Tm 也 较 低 。 
tRNA 的 变性 过 程 由 于 它 具 有 较 多 的 双 螺 旋 区 域 , Tm 相对 地 要 高 
些 , 变 性 曲线 的 变化 会 陡 些 。 


8.5 核酸 和 和 蛋白质 的 结合 结构 


”核酸 往往 在 某 些 生物 分 子 中 与 蛋白 质 结合 而 构成 复合 物 , 从 而 
呈现 出 生物 活性 ,其 中 有 病毒 .染色 质 和 核糖 体 等 。 
8.5.1 病毒 (Virus} 
病毒 可 划 归 为 最 原始 生物 的 范畴 。 一 个 完整 的 病毒 单位 {viri- 
on) 称 作 病 毒 粒子 , 可 参阅 7.5.3 节 的 图 7.15。 它 是 由 核酸 和 和 蛋白 
质 结合 所 组 成 的 ,核酸 分 子 链 盘 绕 着 集中 在 病毒 内 部 ,蛋白 质 形成 所 
需 的 营养 ,按照 病毒 核酸 的 指令 合成 新 的 病毒 而 繁殖 ,并 代谢 出 不 需 
要 的 毒素 。 由 此 可 见 , 核 酸 是 在 病毒 中 起 着 生理 的 决定 作用 ,而 蛋白 
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质 在 病毒 粒子 中 可 能 起 着 帮助 病毒 实现 专属 性 感染 寄生 和 保护 核酸 
及 其 病毒 的 生存 与 繁殖 。 

病毒 可 分 为 含 DNA 病毒 和 RNA 病 素 , 又 根据 寄主 的 不 同 , 病 
毒 分 为 噬菌体 ,动物 病毒 和 植物 病毒 等 三 类 。 

(一 ) 喉 菌 体 

它 是 以 细菌 为 寄主 ,在 只 含 DNA 的 病毒 中 有 的 是 双 链 DNA, 例 
如 工 偶 系 噬菌体 ,其 核酸 集中 于 多 面体 形成 圆 形 的 头 部 , 它 还 有 一 
条 带 尾 丝 的 尾部 。 感 染 时 核酸 通过 穿 透 细菌 膜 而 插 人 寄主 细菌 , 外 
壳 留 在 寄主 细菌 膜 外 。 

还 有 含 单 链 DNA 的 病毒 ,它们 或 为 球形 或 为 细 丝 状 , 前 者 例如 
$x 174 病毒 ,后 者 例如 噬菌体 节 。 叭 菌 体 M 13 是 一 种 约 含 6500 个 
核 苷 酸 , 单 链 闭 环形 式 DNA 所 构成 的 细 丝 状 咽 菌 体 ,在 感染 寄主 细 
菌 之 后 , 单 链 DNA 噬菌体 转变 为 双 链 复制 形式 ,这 种 双 链 DNA 可 
以 在 细胞 内 积累 达 100— 200 拷贝 ,然后 进行 不 对 称 合成 { 即 这 些 双 
#£ DNA 中 只 有 一 股 大 量 地 复制 ), 并 最 后 形成 新 的 单 链 DNA W B 
体 粒 子 释放 出 来 。 当 感染 到 寄主 细菌 内 转变 为 双 链 复制 形式 的 轿 菌 
IK DNA 时 ,能 分 离 出 来 作为 双 链 DNA 载体 ,这 一 人 性质 下 能 是 使 双 
链 DNA 能 在 细菌 内 积累 的 因素 。 

根据 上 述 M13 的 特点 ,应 用 M13 # DNA 重组 ,DNA 顺序 分 析 
以 及 作用 位 点 的 定位 突变 的 研究 中 起 着 重要 的 作用 。 

仅 含 RNA 的 噬菌体 通常 都 为 球形 ,例如 MS, 等 。 

(二 ) 动 物 病毒 

蕊 们 的 结构 较为 复杂 ,病毒 粒子 一 般 较 大 ,例如 流感 病毒 、 疱 疙 
病毒 等 。 它 们 的 组 分 中 除了 核酸 和 和 蛋 白质 外 ,还 会 有 形成 脂 蛋 白 被 
膜 的 脂 类 利 糖 类 物质 ,而 糖 蛋 白 在 被 膜 表 面 上 突起 ,以 参与 感染 识别 
等 过 程 。 

动物 病毒 中 含 DNA 病毒 的 有 多 瘤 病毒 ,疱疹 病毒 、 腺 病毒 和 猴 
病毒 SV-40 等 ,它们 都 是 含 双 链 DNA 的 。 

€ RNA 的 病毒 有 流感 病毒 、 劳 氏 肉 瘤 病毒 . 呼 肠 孤 病毒 等 。 
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研究 肿瘤 发 生机 理 的 学 者 据 病 毒 臻 泣 的 病例 曾 提 出 一 种 学 说 ， 
认为 肿瘤 是 病毒 引起 的 ,它们 一 般 是 售 RNA 病毒 ,其 中 所 含 的 RNA 
能 以 蜡 常 基因 的 形式 参与 到 动物 基因 组 内 ,然后 在 某 种 因素 的 诱发 
下 导致 细胞 蜡 常 转化 为 癌 细 胞 。 并 且 由 于 这 种 病毒 的 再 感染 而 引起 
转移 扩散 。 如 果 有 对 付 肿 瘤 病 毒 的 活性 噬菌体 存在 ,可 促使 这 种 肿 
瘤 病 毒 代 谢 而 将 瘤 细 胞 化 解 掉 。 

三 ) 植 物 病毒 

绝 大 部 分 是 含 RNA 病毒 , 大 多 数 呈 棒状 ,一 般 比 动物 病毒 小 
些 。 其 中 有 一 些 是 双 链 RNA 病毒 ,例如 水 稻 矮 缩 病 毒 。 前 节 提 及 
的 烟草 花 叶 病毒 {TMV) 是 单 链 RNA 的 。 

现在 已 知 的 花椰菜 病毒 是 含 DNA 的 植物 病毒 。 

8.5.2 染色 质 {chromatin) 

DNA 能 与 组 蛋白 (histone) 紧密 结合 , 可 构成 核酸 蛋白 质 络 合 
物 , 在 生物 界 称 作 染色 质 。 组 蛋白 是 属于 一 类 小 的 碱 性 蛋白 , 它 与 核 
酸 的 质量 在 染色 质 内 几乎 是 相等 的 。 

如 果 用 盐 或 稀 酸 处 理 染 色 质 ,可 以 将 组 蛋白 分 离 出 来 ,再 通过 离 
子 交换 层 析 提取 ,得 到 的 是 五 种 不 同 组 蛋白 : 即 HH2A、IEPB、Hs 和 
H, ,相对 分 子 质量 为 11000 一 21000 ,共同 特点 是 都 含 约 1⁄4 的 碱 性 
得 基 酸 如 赖 氮 酸 或 精 氮 酸 ,而 具有 高 含量 的 可 带 正 电 蓓 柚 链 基 辕 。 
与 DNA 结合 的 每 一 种 组 蛋白 都 可 以 几 种 形式 存在 ,因为 它们 的 例 
链 基 团 能 被 乙酸 化 . 甲 基 化 .ADP- 核 糖苷 化 和 磷酸 化 等 修 秘 。 这 些 
修饰 对 它们 的 电荷 性质. 氨 键 数目 和 构象 等 有 重要 的 影响 , 还 能 对 
DNA 在 复制 和 转录 方面 起 调节 作用 。 

与 DNA 结合 的 组 蛋白 除了 H, 外 ,其 余 几 种 的 氨基 酸 顺 序 一 般 
都 有 很 强 的 保守 性 ,特别 是 H, 和 H, 的 氨基 酸 顺序 在 所 有 动物 和 植 
物 中 基本 相同 。 

根据 电镜 观察 六- 射线 和 中 子 衍射 测试 核酸 酶 酶 切 分 析 以 及 重 
组 试验 等 , 均 表明 染色 质 具 有 念珠 状 的 结构 ,图 8-22 示 意念 珠 状 染 
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图 8-22 ”染色 质 结 构 示 意 
{a) 架 色 质 念珠 状 结构 及 其 “念珠 " 核 小 体 组 成 分 析 示 意 ; 
{tb) 核 小 体 组 成 示意 。 


色 质 结构 与 其 核 小 体 组 成 。 图 示 出 染色 质 的 基本 单位 为 “念珠 ” 核 小 
体 (nucieosome)。 核 小 体 直径 约 10 一 1lnm, 其 核心 是 由 2 个 HA、2 
个 HB,2 个 His 和 2 个 Hs 组 成 的 蛋白 八 聚 体 ( 故 称 组 蛋白 ) ,体积 约 
llnm x IInm XS5nm。 组 蛋 蝗 以 二 层 扁 平 颗粒 构象 构成 核心 ,在 核心 


外 有 以 左 螺旋 方式 环绕 工 半 圈 由 140 碱 基 对 组 成 的 DNA 双 链 , 螺 距 


约 2.8nm。 在 环绕 核心 的 140 碱 基 对 组 成 链 的 两 端 还 连接 有 称 为 接 
头 的 约 60 个 碱 基 对 所 组 成 的 DNA 双 链 。 这 样 将 相 邻 核 小 体 一 个 
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个 连 成 “念珠 " 形 构象 ,使 染色 质 纤维 具有 一 定 的 柔顺 性 。 组 蛋白 Hl 
很 容易 从 核 小 体 上 解脱 下 来 ,估计 它 是 附着 于 核 小 体外 并 不 参与 核 
小 体 核心 的 组 成 。Hl 与 核 小 体 的 计量 关系 是 1:1, 它 的 附着 可 能 是 
起 着 促使 染色 质 压 缩 成 凝集 型 的 作用 。 可 参见 图 8-23。 
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图 8-24 染色 质 的 两 种 压缩 方式 


核 小 体 的 形成 使 DNA 的 线性 长 度 得 到 大 大 地 压缩 ,例如 一 条 
200 个 碱 基 对 的 DNA 链 在 溶液 中 的 长 度 为 68nm, 组 成 核 小 体 后 绕 
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成 直径 约 10 一 1lnm 的 颗粒 。 在 研究 中 发 现 ,染色 质 在 染色 体内 还 
会 进一步 压缩 ,于 是 提出 染色 质 本 身 能 形成 螺旋 而 呈现 直径 约 36nm 
的 圆 简 状 ,这 种 图 简 还 可 折 夫 成 环 状 (图 8-24) ,这 种 高 级 结构 再 借 
动 非 组 蛋白 而 得 到 稳定 。 染 色 质 的 如 此 压缩 凝聚 形成 的 高 级 结构 可 
能 和 基因 表达 有 密切 关系 。 

人 细胞 分 裂 的 染色 体 中 含有 5.3 x 10? 碱 基 对 的 DNA 链 ,其 总 
线 长 为 1.8m, 经 包装 DNA 成 46 个 圆柱 体 后 ， 长 度 只 有 200pmo 

8.5.3 ”核糖 体 {ribosome) 

在 研究 大 肠 杆 菌 的 核糖 体 中 发 现 , 它 的 相对 分 子 质量 约 2.5 x 
104 ,沉降 系数 为 70S。 它 是 由 二 种 亚 基 组 成 结构 特殊 的 颗粒 ,能 在 
解 离 时 分 为 50S 的 大 亚 基 和 30S 的 小 亚 基 。 大 亚 基 由 23S RNA 与 
5S RNA 和 34 种 蛋白 质 组 成 ,小 亚 基 由 16S RNA 和 21 种 蛋白 质 组 
成 。 整 个 核糖 体 是 2/3RNA 和 1/3 蛋白 质 结合 而 构成 。 

真 核 细胞 的 核糖 体 更 为 复杂 ,沉降 系数 为 80S, 解 离 时 分 为 60S 
大 亚 基 和 40S 小 亚 基 ,可 参见 图 8-25。 大 亚 基 包含 28S.5.8S 和 5S 
的 三 种 RNA ,小 亚 基 只 售 18S RNA 一 种 。 真 核 生 物 的 核糖 体 包含 
约 70~90 种 蛋白 质 。 
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图 8-25 核糖 体 组 成 示意 
(a) 原 核 生物 核糖 体 ;(b) 真 核 纪 胞 核糖 体 。 
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经 重组 实验 等 研究 核糖 体 中 各 组 成 成 分 的 作用 后 ,认为 它 是 担 
钢 蛋 白质 合成 的 细胞 器 ,而 负责 蛋白 质 生物 合成 催化 活性 中 心 邦 在 
大 亚 基 上 。 小 亚 基 的 功能 是 mRNA 的 专 一 结合 。 例 如 对 床 核 生物 
核糖 体 的 30S 小 亚 基 的 研究 发 现 ,16S rRNA 在 核糖 体 的 装配 和 功 
能 上 都 是 必需 的 ,而 且 不 同 源 的 16S rRNA 是 不 可 着 代 的 , 即 如 酵母 
的 16S rRNA 是 不 能 代替 大 肠 杆 菌 的 16S。 在 21 种 蛋白 质 中 至 少 有 
6 种 蛋白 质 对 装配 是 必需 的 , 除 16S rRNA 外 ,21 种 蛋白 质 中 大 部 分 
对 组 成 活性 的 30S 亚 基 是 必要 的 , 据 此 推定 30S 亚 基 是 RNA 和 人 重 
白质 结合 的 一 种 功能 协同 的 整体 。 


8.6 核酸 的 分 离 与 检测 


核酸 的 分 离 纯 化 和 检测 分 析 是 研究 核酸 的 结构 和 功能 的 关系 ， 
研究 基因 表达 和 调控 ,以 及 生物 基因 工程 等 的 基础 ,分 离 是 分 析 的 前 
提 。 

8.6.1 核酸 的 分 离 和 纯化 

核酸 的 分 离 要 注意 尽量 保护 核酸 结构 的 稳定 性 和 功能 的 完整 
性 ,应 该 尽 可 能 消除 分 离 过 程 中 细胞 释放 的 核酸 酶 对 它 的 降解 作用 。 
RNA 在 分 离 时 的 降解 较 难 吉 免 ,必须 特别 注意 。 还 有 要 注意 分 离 时 
机 械 作 用 引起 的 剪 切 效应 等 物理 因素 的 破裂 作用 需 避 免 ,这 对 于 
DNA 分 离 时 特别 重要 ,此 外 ,环境 的 酸 碱 不 当 会 引起 核酸 的 降解 ,也 
应 调整 好 溶液 达到 适当 的 pH 值 。 核 酸 的 分 离 可 分 为 三 个 基本 步 
又 :破碎 细胞 和 提取 核酸 ;去 除 蛋 白 与 多 糖 等 物质 ;针对 核酸 的 特点 
实现 纯化 。 

(一 )DNA 的 分 离 纯化 

根据 来 源 不 同 的 DNA, 需 采取 不 同 的 分 离 纯化 方法 。 

(1) 病 毒 DNA 

通常 ,一 个 病毒 只 有 一 种 核酸 ,病毒 的 DNA 分 子 较 小 ,机 械 纹 
切 等 影响 不 大 ,病毒 外 壳 易 除去 ,所 以 病毒 的 DNA 分 离 纯 化 比较 简 
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单 ,有 先 分 离 病毒 粒子 和 直接 抽 提 DNA 两 种 技术 措施 。 

先 分 离 出 病毒 粒子 的 技 措 有 两 个 步 又 :第 一 步 是 先 用 CH3C! 等 
或 用 机 械 办 法 将 宿主 细胞 加 以 破碎 ,然后 用 DNase,RNase 及 和 蛋 日 酶 
除去 细胞 核酸 和 和 蛋白质 ,再 通过 细菌 漏斗 过 滤 或 经 超 离心 法 收集 病 
毒 ; 第 二 步 通常 先 用 水 饱和 的 酚 与 病毒 粒子 一 起 振动 播 荡 ,除去 外 壳 
蛋白 将 DNA 抽 提 出 来 ,再 通过 甲 基 白 蛋白 硅 藻 土 (MAK) 柱 或 超 离 
心 技术 将 DNA 纯化 。 

直接 抽 提 措施 是 先 用 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 乙 二 胺 四 乙酸 (SDS-ED- 
TA;0.6%SDS,0.01mol/L EDTA,pPH= ?73.S) 洲 液 处 理 病 毒 。SDS 能 
破碎 细胞 , 并 使 DNA 从 病毒 蛋白 中 解释 出 来 。EDTA f S£ 
Mg ,Ca2* 等 而 抑制 DNase 的 酶 促 降 解 作 用 。 然 后 加 NaCt 至 
lmol/L 使 寄主 细胞 的 DNA 沉淀 ,而 让 小 的 双 链 环 状 DNA 留存 在 上 
清 液 中 ,在 此 清 液 中 加 等 量 的 0.1mol/L Tris( = H 3 2X 38: Hi £ , 
pPH=8.0) 饱 积 的 酚 除 去 蛋白 ,离心 后 取 上 清 液 , 加 醋酸 钾 (pH=6.6) 
至 2% ,和 再 用 2 倍 体 积 的 酒精 沉淀 DNA, 最 后 加 SSC 溶液 
(0.15mol/L NaCl,0.01Smol/L 柠 样 酸 钠 ) 处 理 , 可 得 纯化 的 DNA. 

(2) 绚 菌 质 粒 DNA 

细菌 的 DNA 抽 提 ,通常 办 法 是 采用 溶菌 酶 [有 时 还 需 加 些 殖 基 
保护 剂 ,如 二 硫 苏 糖 醉 (DTT) 或 8.0mol/L 逐 ] ,破碎 细胞 而 从 中 提 
取 DNA, 表 在 酸性 条 件 下 用 酚 处 理 , 直 链 或 开 环 DNA 进入 酮 相 , 共 
价 闭环 DNA{(。DNA) 转 入 水 相 中 。 

男 一 种 提取 细菌 DNA 的 方法 是 在 0C 时 用 溶菌 酶 处 理 细 菌 
5min, 再 用 0.2mol/L NaOH-SDS-EDTA 破碎 细胞 并 使 DNA 变性 ， 
然后 加 醋酸 铀 中 和 ,让 ,DNA 复 人 性 ,染色 体 DNA 仍 保 持 在 变性 状 
态 , 并 和 RNA .蛋白质 一 起 与 SDS 形成 络 合 物 沉淀 ,最 后 再 用 羟基 
磷 灰 石 或 分 子 得 进一步 纯化 。 

(3) 动 植物 DNA 的 分 离 

提取 动 植物 DNA 需要 在 破碎 细胞 时 不 破坏 DNA 的 完整 性 , 然 
后 在 抽 提 到 的 DNA 中 用 一 种 广 谱 的 又 不 受 SDS-EDTA 抑制 的 蛋白 
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酶 K 处 理 , 又 经 酚 处 理 和 RNaseT; 与 RNaseA 再 处 理 后 即 能 得 到 纯 
化 的 DNA. 

(二 )RNA 的 纯化 

RNA 的 纯化 技 措 可 以 mRNA 为 例 ,原核 细胞 的 信使 核糖 核酸 
实现 纯化 比较 困难 。 它 一 般 是 多 顺 反 子 ,3“ 端 没有 多 聚 的 A, 半 寿 期 
短 , 通 常 只 能 采用 分 子 杂 交 法 获得 同位 素 水 平 的 量 。 

真 核 细胞 的 mRNA 纯化 ,可 以 利用 它 具 有 3 端 多 聚 A, 又 是 单 
怖 反 子 , 半 寿 期 长 和 真 核 细胞 分 化 程度 高 等 的 一 些 特 点 。 如 果 有 的 
组 织 只 含 一 种 或 很 少 几 种 和 蛋白质, 就 容易 得 到 单一 的 mRNA。 抽 提 
时 通常 所 采用 的 措施 可 归纳 如 下 :从 整个 细胞 中 直接 抽 提 ;除去 相应 
的 细胞 更 后 再 抽 提 ,将 核糖 体 分 离 出 来 后 再 抽 提 等 。 更 多 的 是 采用 
第 三 种 措施 。 在 分 离 核 糖 体 时 ,为 了 避免 多 糖 体 分 离 成 亚 基 , 要 维持 
Mg # 10mmol/L 的 水 平 上 。 然 后 在 务必 防止 RNase 对 mRNA 的 
降解 情况 下 用 酚 - 毛 仿 -SDS 体系 进行 抽 提 。mRNA 的 纯化 有 很 多 种 
方法 ,例如 : 
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图 8-26 双 抗 免疫 分 离 法 纯化 mRNA 的 示意 图 
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{1) 利 用 PolyA 的 特点 进行 亮 集 dT(oiigo dT) 纤 维 素 或 多 聚 Ú 
(poly U)- 琼 脂 糖 柱 的 亲 和 层 析 ; 

(2) 采 用 双 抗 免疫 分 离 法 , 即 利 用 新 合成 的 蛋白 质 链 往往 和 和 
mRNA 部 分 结合 在 核糖 体 上 的 特点 , 先 将 核糖 体 分 离 出 来 ,然后 从 
其 中 纯化 mRNA ,图 8-26 扼要 地 示意 该 过 程 ; 

(3) 分 子 架 交 法 , 即 利用 cDNA 与 mRNA 杂交 进行 纯化 。 

其 它 的 技 措 还 有 超 离心 法 和 电泳 法 。 

8.6.2 核酸 的 检测 

生物 样品 中 的 核酸 进行 测定 时 ,通常 还 必须 预 处 理 , 以 除去 核酸 
外 的 影响 物质 ,然后 进行 定性 检测 .定量 测定 、 图 谱 分 析 、 核 苷 酸 上 顺序 
鉴定 等 。 

(一 ) 定 性 检测 

核酸 定性 检测 常用 的 有 两 类 方法 , 即 儿 胶 电泳 和 超 离心 法 。 

凝 胶 电 泳 对 核酸 的 分 离 和 分 析 是 非常 重要 的 方法 ,各 种 大 小 的 
分 子 都 能 通过 如 此 的 方法 而 实现 分 离 , 晶 具有 高 分 辨 力 ,操作 又 简 
便 。 由 于 核酸 电泳 主要 与 所 舍 磷 酸 有 关 , 而 各 种 核酸 的 相对 分 子 质 
量 与 其 所 含 磷酸 的 比值 基本 相近 ,于 是 核酸 的 凝 胶 电 泳 主 要 取决 于 
核酸 分 子 的 大 小 和 分 子 的 构象 。 根 据 检 测 对 象 和 需要 ,可 拟定 凝 胶 
电泳 的 措施 和 条 件 。 在 通常 情况 下 多 采用 琼 甬 糖 胶 电 泳 或 还 丙 烯 酰 
胶 胶 电泳 。 

对 于 较 大 的 DNA 分 子 或 片段 ,例如 相对 分 子 质 量 范围 约 在 5x 
104 以 上 的 一 般 采 用 0.1% 一 2,5% 的 琼脂 糖 胶 。 

对 于 较 小 的 DNA 分 子 或 片段 ,或 mRNA 和 tRNA 等 ,例如 相对 分 子 
质量 范围 约 为 3x 102 —1 x 105 的 ,适用 2.4% 一 20% 的 聚 丙烯 酰胺 胶 。 
为 了 增加 胶 的 强度 ,可 在 聚 丙烯 酰胺 胶 中 加 入 一 定量 的 琼脂 糖 胶 。 

如 果 要 分 离 检测 相对 分 子 质量 分 布 范围 较 广 的 生物 样品 ,可 将 
聚 两 烯 栈 胺 胶 配 成 连续 的 浓度 袖 度 凝 胶 , 让 样品 先 经 稀 胶 再 进入 演 
胶 , 一 般 所 得 效果 较 好 。 | 
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凝 胶 总 电量 之 比 ) ,通常 与 相对 分 子 质量 的 对 数 星 线性 关系 。 然 而 ， 
核酸 构象 可 能 影响 迁移 速度 。 对 于 DNA 相对 分 子 质量 相近 的 情况 
下 , 共 价 闭环 DNA 的 电泳 速度 大 于 线性 DNA 的 ,而 线性 DNA 的 电 
泳 速度 大 于 开 环 DNA 的 。 为 了 使 疑 胶 电 注 完全 按照 分 子 大 小 进行 
分 离 检测 ,需要 消除 构象 的 影响 ,为 此 采取 核酸 变性 的 技 措 而 发 展 了 
变性 胶 电 脉 。 在 凝 胶 内 加 入 的 变性 剂 中 已 广泛 应 用 的 有 :(1) 甲 基 得 
3 kok;(2)7mol/L 的 逐 ;(3)98% 甲 酰胺 等 。 甲 基 氨 氧化 孙 在 水 溶 
液 中 离 解 成 CHsHg! ,能 促使 DNA 和 RNA 变性 ,用 于 聚 丙烯 酰胺 
胶 和 和 琼脂 糖 胶 中 需要 的 浓度 很 低 ; 脲 变性 剂 大 多 应 用 于 核酸 小 片段 
核 苷 酸 (10 一 150 个 ) 的 电泳 分 高 ; 甲 酰胺 适用 于 150 一 1000 个 核 背 
酸 组 成 的 核酸 分 离 。 这 些 变 性 剂 还 可 用 于 mRNA 的 电泳 分 离 以 阻 
IË mRNA 的 自身 凝聚 。 

倘若 联合 使 用 琼脂 糖 胶 电泳 和 连续 变性 聚 丙 烯 酰 溢 胶 电 泳 ,会 
提高 按 分 子 大 小 进行 分 离 的 分 辩 能 力 ,其 至 可 分 离 片 段 数 达 102, 

超 离心 法 广泛 应 用 于 核酸 的 分 离 检测 , 它 不 仅 可 测定 核酸 相对 
分 子 质量 ,而 且 也 能 测定 分 子 的 形状 、 大 小 和 密度 。 如 果 采 用 密度 超 
离心 法 是 在 Cscl 或 Cs,SO, 密度 梯度 溶液 中 进行 离心 ,根据 核酸 个 
留 在 密度 梯度 中 的 位 置 可 得 知 其 密度 。 若 采用 速度 超 离 心 法 ,不 同 
相对 分 子 质量 (或 大 小 ) 的 核酸 在 离心 过 程 中 以 不 同 速 度 沉 降 , 根 据 
沉降 速度 可 求 出 沉降 常数 S。 利 用 超 离心 沉降 平衡 法 公式 可 算得 其 
相对 分 子 质量 。 

(二 ) 核 酸 的 定量 测定 

核酸 的 定量 测定 方法 可 采用 紫外 光 吸 收 法 , 定 磷 法 和 定 粮 法 等 。 
使 用 这 些 方法 时 需要 样品 预 处理 除 去 核酸 以 外 的 紫外 吸收 物质 、 含 
磷 或 合 糖 物质 。 

样品 预 处 理 内 容 包括 细胞 破碎 , 酸 . 酯 溶剂 抽 提 等 。 在 避免 细胞 
破碎 过 程 中 核酸 酶 对 核酸 的 降解 和 机 械 作用 而 对 核酸 的 剪 切 前 提 
下 ,根据 不 同 生 物 材料 选用 不 同 的 细胞 破碎 方法 。 细 胞 破碎 后 通常 
先 用 S% 一 10%% 的 冷 高 毛 酸 (PCA) 或 三 氯 乙酸 (TCA) 抽 提 , 除 去 一 
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些小 的 核 苷 酸 之 类 的 酸 洲 性 物质 ,再 用 氯仿 、 乙 醚 等 抽 提 , 移 去 碍 月 
类 等 入 生物 ,最 后 根据 情况 选用 热 酸 法 \ 冷 酸 法 或 磊 法 对 核酸 抽 提 ， 
近年 来 还 开拓 了 一 些 新 技 措 。 

热 酸 法 是 用 5% 一 10% 的 PCA 或 TCA 在 90 筷 处 理 15min, 除去 
大 部 分 不 溶性 蛋白 ,并 将 DNA 和 RNA 等 核酸 一 起 抽 提 出 来 。 

冷 酸 法 是 先 用 10%PCA 于 4C 处 理 18 小 时 后 抽出 RNA, 再 用 
5%PCA 在 70C 处 理 20min 抽出 DNA, 

碱 法 是 先 用 1mol/L NaOH 在 37 人 CC 处 理 过 夜 约 24 小 时 左右 ,使 
RNA 降解 为 酸 溶 性 核 苷 酸 , 再 用 PCA 中 和 ,使 未 降解 的 DNA 沉淀 。 

紫外 光 吸 收 法 是 利用 核酸 在 260nm 有 吸收 峰 , 测 定 260nm 的 光 
吸收 值 。 借 此 计算 样品 中 核酸 的 含量 。 

和 定 磺 法 一 般 采 用 钥 蓝 比 色 法 ,此 方法 先 将 核酸 中 磷酸 脱出 ,然后 
在 酸性 条 件 下 加 钥 酸 与 其 反应 生成 磷 钼 酸 , 再 加 还 原 剂 生成 磷 钥 蓝 
后 ,即刻 以 分 光 光 度 计 在 660nm 处 测定 含 磷 量 。 根 据 RNA 和 DNA 
平均 磷 含 量 分 别 为 9.4% 和 9.9% ,估算 出 核酸 含量 。 

定 糖 法 可 利用 二 茶 胺 与 DNA 在 酸性 条 件 下 共 热 时 发 生 反 应 ， 
从 而 能 定量 地 生成 波长 595nm 处 有 最 大 吸收 峰 的 蓝 色 化 合 物 , 对 于 
RNA, 可 用 地 衣 酚 法 ,由 于 RNA 在 用 盐酸 加 热处理 下 能 降解 为 核 
糖 , 然 后 转化 为 核 醛 ,于 是 就 可 与 随后 加 和 人 的 地 衣 酚 生成 在 670nm 
处 有 最 大 吸收 的 绿色 化 合 物 。 


8.7 DNA 片段 的 排列 顺序 图 谱 分 析 


DNA 片段 排列 顺序 图 谱 意 指 DNA 在 限制 性 内 切 核 酸 酶 酶 解 下 

的 酶 切片 段 排列 顺序 图 解 , 因 此 图 谱 的 绘制 有 很 大 的 应 用 价值 。 通 

常 ,制作 图 谱 的 方法 是 选用 相应 的 限制 性 内 切 酶 对 DNA 分 子 进行 

完全 酶 切 ,并 由 凝 胶 电 泳 测 出 酶 切片 段 数 和 各 个 片段 的 大 小 。( 如 能 

用 放射 性 *P 进行 完全 标记 ,还 可 从 各 片段 放射 性 与 总 放射 性 量 之 

比 获 得 更 多 信息 。) 另 外 再 用 相同 的 限制 性 内 切 酶 对 DNA 分 子 进行 
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部 分 酶 切 ,并 同样 通过 凝 胶 电 泳 测 得 部 分 酶 切片 段 数 和 相应 片段 的 
分 子 大 小 。 根 据 重 肥 法 分 析 即 可 推定 出 完全 酶 切 所 得 各 片段 的 排列 
顺序 ,于 是 就 能 绘制 出 该 限制 性 内 切 酶 的 酶 切 图 谱 。 

例如 yx 174 复制 型 Hind 焉 的 一 个 酯 切片 段 有 1030 个 碱 基 对 
(bp) ,用 Alul 完全 酶 切 可 得 4 个 片段 ,各 为 750bp、150bp、80bp 和 
50bp ,而 部 分 酶 切 得 到 810bp、750bp、230bp、130bp、150bp 等 片段 。 
应 用 重要 法 分 析 , 可 推定 该 片段 的 酶 切 图 谱 的 排列 顺序 是 150bp、 
80bp、50bp、750bp, 见 图 8-27。 

如 果 部 分 酶 切片 段 产 率 有 时 由 于 高 级 结构 的 影响 而 特别 低 , 便 
需要 使 用 第 二 种 酶 或 多 种 酶 进行 交叉 酶 切 。 多 种 酶 酶 切 即 可 得 到 多 
种 限制 性 内 切 酶 酶 切 图 谱 以 便 相互 校 对 ,使 片段 排列 顺序 的 信息 更 
可 靠 。 不 过 , 若 部 分 酶 切片 段 数目 产生 太 多 ,会 给 分 离 带 来 困难 ,为 
此 设法 先 将 DNA 的 一 端 用 放射 性 同位 素 标记 ,然后 进行 部 分 酶 切 
和 电泳 分 离 。 最 后 根据 放射 自 显影 图 谱 用 重 委 法 绘 出 酶 切 图 谱 , 见 
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图 8-27 
(a) 酶 解 片段 重 司 法 绘制 图 谐 
《b) 未 疯 标 记 法 测定 的 图 谐 
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绘制 片段 排列 顺序 图 谱 还 可 采用 酶 切 与 电子 显微镜 测定 结合 的 “ 
方法 或 引物 脉冲 标记 法 .双向 杂交 法 . 基 财 互补 法 等 。 


8.8 核酸 的 核 苯 酸 顺序 分 析 


核酸 的 核 苷 酸 顺 序 分 析 是 研究 核酸 结构 与 其 功能 关系 的 极其 重 
要 基础 ,也 是 分 子 生 物 学 的 基本 研究 课题 。 有 关 蛋 白质 顺序 分 析 的 
裂解 小 片段 重 秋 法 不 能 直接 应 用 于 DNA 的 顺序 测定 。 

8.8.1 DNA B) EË NƏ PF 2y4fr 

Hi T EB iF P j 4 B B8 É) z g 15 JT 3: , 1 K 82 5 J3 #Ë e tB, 1k 
技术 的 拓展 ,DNA 顺序 分 析 才 得 以 实现 。 分 子 生 物 学 研究 工作 者 开 
发 了 能 分 别 在 4 种 碱 基 末 端 专 一 地 进行 切 荐 的 技 措 , 并 用 40cm 长 
的 聚 再 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 系统 而 将 100 一 200 个 核 昔 酸 全 部 分 开 ,分辩 
力 能 达到 1 个 核 苷 酸 。 

DNA 的 顺序 分 析 由 于 制 取 片 段 方法 的 不 同 , 可 分 为 酶 法 和 化 学 
法 : 

(一 ) 酶 法 一 一 加 减法 

首先 在 DNA 聚合 酶 存在 的 情况 下 ,以 待 测 的 单 链 DNA 为 模 
板 , 加 入 适当 的 引物 ,再 加 4 种 脱氧 核 蔡 三 磷酸 (qdNTP) ,其 中 一 种 用 
放射 性 同位 素 ( 如 32P) 标 记 ,DNA 育 合 酶 会 从 引物 开始 合成 一 条 与 
模板 完全 互补 的 DNA 链 。 如 果 控 制 反 应 让 合成 产物 中 有 各 种 长 度 
的 片段 ,然后 从 反应 系统 中 除去 未 反应 的 dNTP, 并 将 反应 产物 分 成 
两 份 ,一 份 作 “ 加 法 ”系统 ,一 份 作 “ 碱 法 ”系统 ,而 又 将 每 一 份 再 分 成 
4 小 份 。 

《1) 作 “加 法 ”系统 的 4 小 份 中 ,每 一 份 仅 分 别 加 入 一 种 dNTP 
(如 dATP) ,由 于 缺少 另外 三 种 dNTP ,存在 的 DNA 聚合 酶 会 发 挥 出 
3 -5 外 切 酶 活性 的 作用 ,原来 合成 产物 被 降解 直到 加 入 的 dNTP( 如 
dATP) 处 为 止 , 而 得 至 的 每 一 份 产 物 片 段 都 以 加 人 的 核 苷 酸 ( 如 dA) 
为 结尾 。 最 后 将 4 份 片段 在 同一 凝 胶 板 上 分 别 进行 电 沪 分离 ,并 以 
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放射 自 显影 ,根据 各 片段 ( 带 ) 的 长 度 , 从 电泳 最 前 端 依 次 顺 读 , 即 可 
定 出 各 种 核 苷 酸 的 位 置 和 顺序 。 

(2) 作 “减法 ”系统 的 4 小 份 中 ,每 一 份 分 别 加 人 3 种 dNTP, 缺 
少 同 样 一 种 的 dNTP ,于 是 得 到 的 片段 仅 少 了 缺 加 核 苷 酸 的 结尾 。 
于 是 该 系统 中 的 DNA 聚合 酶 是 发 挥 合成 作用 ,合成 反应 停止 在 所 
缺 加 的 核 车 酸 前 。 在 进行 电泳 分 离 后 可 根据 片段 长 度 判 定 出 各 核 埋 
酸 顺 序 ,从 而 作为 加 法 系统 的 补充 和 验证 ,参见 图 8-28。 


待 测 DNA 为 模板 ”ATGCTG 
DNA BE 3|39 RE n 66 5 
4 种 dNTP | DNA 8 2- ñ8# 证 补 
(一 种 带 *P tir) 
| TACGAC 
%2P 标记 的 TA 
ka 8 各 种 长 
L 3F48 Dl TAC 
#F48 D 1. 度 片 段 
MAE E t$ MP Et 
(kk A) ( 仅 A) 
一 ATCCTG- 模板 _ ATGCTG— 
—TACGAC —TACGA | 
合成 停止 于 | 一 -TACGAC 一 -TACGA | 降解 停止 于 
么 前 的 各 长 4 一 -TACG — TA 和 前 的 各 
度 片 段 —TACG — TA 长 应 片段 
— TACG —TA 


电 访 分 庚 加 减法 八 组 混合 物 
电泳 谐 由 前 往 后 依次 测 出 T、TA、TACG、TACGA、TACGAC.， 
由 此 远 得 TACGAC 互补 拷 册 , 定 出 待 测 DNA ñi tr 88 Wii E. 

ATGCTG 


图 8-28 ” 酶 法 -加 减法 测定 DNA 排列 顺序 图 示 


酶 法 一 一 加 减法 的 进一步 改进 ,开拓 出 末端 终止 法 。 该 法 除了 
使 用 模板 、 引 物 酶 和 4 种 dNTP 外 , 尚 按 一 定 比 例 加 入 了 某 种 2737 52 
脱氧 核 苷 三 磷酸 (ddNTP)。 由 于 ddNTP 代替 了 dNTP 参加 至 合成 
产物 后 , 合 或 反应 即 不 能 再 进行 ,于 是 就 得 到 一 系列 不 同 长 度 且 以 
dd 核 昔 酸 结尾 的 片段 。 以 电泳 分 离 ,通过 直 读 ,使 能 判定 核 苷 酸 顺 
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序 。 由 此 可 见 , 它 比 原来 的 方法 简化 了 。MB 克隆 系统 的 应 用 ,更 进 
一 步 简 化 了 单 链 DNA 的 分 离 和 引物 的 制备 。 尔 后 又 发 展 成 DNA 
顺序 连续 测定 法 等 。 

《二 ) 化 学 法 

利用 某 些 化 学 试 剖 能 专 一 地 修饰 特定 碱 基 , 使 相应 的 糖苷 键 变 
得 不 稳定 而 断 开 , 即 可 得 到 以 特定 碱 基 结 尾 的 3 组 片段 (如 表 8-5 所 
示 )。 这 类 试剂 有 多 种 ,例如 芍 酸 二 甲 琵 (DMS ?可 使 鸟 叶 叭 的 N-7 


表 8-5 DNA 顺序 分 析 的 化 学 降解 反应 


NaOH 


哌 喧 
哌 喧 


DMS 
甲酸 吡啶 ,pH2 
NH;NH; 
NH;NH, 


lim 


* 链 断裂 在 按 5'->3' 方 向 算 起 的 G6 前 比 A 前 磷酸 酷 键 (3’) 处 的 几率 大 ; 
`" 链 仅 断 裂 在 按 5 一 3 方向 算 起 的 C BZ HFE 3 磷酸 栈 键 处 ; 
其 它 同样 含意 。 


和 和 腺 坚 叭 的 N-3 甲 基 化 。 甲 基 化 喷 叭 的 糖苷 键 不 稳定 ,可 在 中 性 条 

件 下 加 热 而 使 甲 基 化 顺 叭 脱落 ,再 转 为 碱 性 条 件 下 加 热 , 磷 酸 酯 键 断 

开 。 由 此 所 得 的 片段 经 电泳 分 离 后 ,进行 放射 自 显 影 而 呈现 出 一 组 

G 降解 产物 的 深 谱 线 和 一 -组 A 降解 产物 的 浅 谱 线 。 如 果 使 用 肝 ,可 
- 433 - 


使 喀 啶 肘 解 ,在 哌 院 存 在 的 条 件 下 ,磷酸 二 酯 键 会 断 开 。 此 反应 对 C 
和 全 都 能 膨 解 , 然 在 2mol/L NaCl 存在 的 条 件 下 ,T 的 肝 解 会 被 抑 
制 , 仅 产生 C 有 午 解 的 谱 线 。 因 此 ,通过 专 一 修饰 物 而 进行 的 切断 反 
应 能 得 到 同 种 或 两 种 碱 基 结 尾 的 片段 , 即 可 应 用 凝 胶 电 泳 直接 读 出 
核 苷 酸 顺 序 ,可 见 图 8-29。 


化 学 法 ( 仅 示 5’ 末端 ) 


切断 所 兹 的 片断 (括号 内 为 大 基数 ) 
"PTACGTAGACT 


*pTAC “pTACGTA 
(3) (6) 


G+ AÁ =p T pTAC ipTACGT ipTACGTA pTACGTAG 
(1) (3) (5) (6) (7) 
C 处 切断 "PLA PTPACOTAGA 
C 十 工 2pTA 3bTACG “pTACGTAGA “pTACGTAGAC 
(2) (4) (8) (9) 
泳 动 方向 一 ~ 
G 
. 电泳 后 放射 自 显 谱 
CT 
10987654321 
碱 基 数 


图 8-29 ”化 学 法 测定 DNA 排列 顺序 示意 


近 二 十 年 来 ,DNA 顺序 分 析 的 研究 迅速 地 发 展 ,1982 年 报道 了 
A-DNA 48502bp 的 顺序 分 析 成 功 的 消息 。 

8.8.2 RNA 的 核 背 酸 上 顺序 分 析 

RNA 中 的 核 苷 酸 顺 序 的 测定 应 用 了 两 类 方法 。 

(一 ) 经 典 片 段 重 苔 法 

此 法 类 似 于 和 蛋白质 硕 序 分 析 的 经 典 片段 重 颂 法 , 它 应 用 了 两 种 
以 上 对 碱 基 具 有 专 一 性 的 核糖 核酸 酶 ,分 别 将 两 份 以 上 的 RNA 水 
解 成 各 种 片段 ,然后 分 别 测定 各 份 水 解 产 物 片段 的 核 背 酸 顺 序 , 再 使 
用 重 登 法 判定 完整 顺序 。 

二) 直接 阅 读 法 
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根据 DNA 顺序 分 析 直 接 阅读 法 ,利用 专 一 性 降解 产生 不 同 链 
长 的 赛 核 音 酸 片段 ,通过 凝 鹏 电泳 进行 分 离 和 检测 ;又 可 利用 依 玉 于 
RNA 的 RNA 聚合 酶 或 反 向 转录 酶 合成 一 系列 不 同 链 长 的 RNA F 
段 , 再 经 北 胶 电 恋 分 析 读 出 顺序 。 


8.9 核酸 在 生物 中 的 功能 


核酸 是 最 重要 的 .最 基本 的 生命 组 成 分 子 ,无 论 在 高 等 生物 、 低 
等 生物 ,甚至 最 简单 的 病毒 中 ,核酸 决定 着 生物 的 性 状 、 生 物 的 遗传 
与 生长 .变异 与 分 化 ,发 育 与 进化 。 核 酸 也 许 是 地 球鞋 最 早出 现 的 生 
命 分 子 , 它 还 参加 其 它 一 些 生命 过 程 。 

8.9.1 DNA 决定 生物 的 性 状 

高 等 , 低 等 生物 都 以 DNA 为 其 遗传 的 物质 基础 。 

通过 DNA 转化 实验 ,例如 肺炎 球菌 有 光滑 型 (S) 和 粗糙 型 (R) 
两 种 ,前 者 无 毒 具 有 荧 膜 ,菌落 光滑 ,从 其 中 可 分 别提 取 DNA、 和 蛋白 
质 和 莱 厅 多 糖 等 物质 。 如 果 将 提取 的 这 些 物质 和 无 莱 膜 的 粗糙 型 毒 
性 肺炎 球菌 一 起 培养 ,结果 表明 , 仅 DNA 能 使 粗糙 型 细菌 转变 为 光 
滑 型 。 得 经 水 解 的 DNA 却 没有 了 这 种 转化 能 力 。 

转 导 实验 也 证 明 ,DNA 具有 决定 遗传 的 功能 ,例如 让 噬 万 体 
(P; ) 先 感染 Leu! 沙门 氏 杆 功 ,使 之 与 寄主 染色 体 整合 ,获得 部 分 寄 
主 DNA 后 ,再 将 此 感染 缺陷 型 的 沙门 氏 杆 菌 (Leu” ) ,结果 Leu 会 
转变 为 Leu' 。 

上 述 实 验 表 上 明 , 生物 的 各 种 性 状 跟 传 信息 都 密码 于 DNA 的 核 
苷 酸 排列 顺序 之 中 。 由 于 DNA 是 四 种 基本 的 核 苦 酸 组 成 ,按照 它 
们 的 排列 组 合 规律 ,可 能 有 4 种 多 核 苷 链 的 排列 方式 。 据 估计 人 外 
细胞 DNA 含有 约 5x10? 个 核 萌 酸 , 即 相当 于 1 x 10 个 基因 ,将 呈 
现 出 DNA 密码 性 状 的 多 样 性 。 

所 谓 基 因 ,就 是 一 种 特定 的 核 苷 酸 顺 序 , 它 可 以 通过 转录 翻译 
转变 为 氢 基 酸 排列 顺序 ,而 合成 各 种 不 则 的 蛋白 质 ,这 些 蛋白 质 进而 
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次 定 生 物 的 新 陈 代 谢 , 决 定 生 物 的 性 状 。 概 括 地 说 ,基因 就 是 决定 特 
定 重 白质 ,也 决定 特定 DNA 的 DNA 核 苷 酸 序列 片段 。 

生物 的 特定 性 状 是 以 DNA 半 保 留 复 制 方式 而 得 到 遗传 。 复 制 
过 程 是 首先 将 构成 DNA 双 螺 旋 的 两 条 链 彼 此 解 开 , 并 都 作为 复制 
的 模板 ,分 别 合 成 一 条 互补 的 新 链 而 又 相互 结合 。 于 是 , 子 代 形 成 的 
DNA 与 亲 代 DNA 具有 完全 相同 的 结构 ,使 生物 的 性 状 得 以 延续 与 
稳定 。 

为 了 保证 生物 遗传 性 状 的 稳定 ,防止 外 源 DNA 的 于 拢 ,生物 在 
进化 过 程 中 还 自发 地 形成 了 一 套 限制 修饰 而 消除 于 扰 的 系统 ,例如 
其 中 的 限制 性 内 切 核 酸 酶 能 专 一 地 分 解 外 源 DNA , 而 生物 自身 的 
DNA 中 相应 的 核 苷 酸 则 在 修饰 酶 (通常 是 DNA 甲 基 化 酶 ) 的 作用 下 
得 到 了 修饰 ,保证 不 被 限制 性 内 切 酶 分 解 。 

8.9.2 DNA 基因 的 表达 调控 与 其 遗传 变异 

DNA 基因 表达 系 指 DNA 需要 通过 复制 .转录 以 及 翻译 来 实现 
它 所 决定 的 各 种 遗传 性 状 与 变 蜡 。 生 物 的 性 状 往往 随 生物 的 生长 发 
育 阶 段 与 生活 条 件 , 促 使 DNA 中 相应 的 基因 表达 有 变化 而 不 同 。 
基因 的 表达 受 了 多 种 因素 的 控制 ,例如 DNA 在 染色 质 中 的 状态 、 
和 蛋白 . 非 组 蛋白 等 的 影响 ,DNA 甲 基 化 等 修饰 的 程度 ,还 有 复制 、 转 
录 ,翻译 各 种 水 平 上 的 调节 与 控制 。 

基因 重组 是 生物 界 新 陈 代谢 过 程 中 的 普遍 现象 。 低 等 生物 通常 
主要 在 亲 代 DNA 遗传 作用 下 通过 转化 、 接 合 、 转 导 等 方式 进行 ,高 
等 生物 可 在 亲 代 DNA 指令 下 通过 结合 或 交换 等 方式 完成 。 

实际 上 , 基因 重组 过 程 往往 是 不 同 亲 本 来 源 的 DNA 分 子 间 部 
分 片段 以 共 价 连 接 进 行 的 重新 组 合 ,在 DNA 重组 的 过 程 中 ,DNA 链 
上 的 基因 和 基因 排列 有 可 能 发 生 改 变 , 从 而 导致 生物 遗传 性 状 变异 。 
一 般 规律 是 基因 重组 有 可 能 使 生物 获得 新 的 性 状 ,并 推动 着 生物 进 
化 和 发 展 。 遗 传 性 状 的 变异 ,不 仅 可 以 通过 DNA 重组 ,也 可 以 通过 
其 它 物理 化 学 以 及 生物 学 方法 来 引起 基因 突变 而 实现 之 。 

80 年 代 以 来 ,在 研究 分 子 生物 学 的 基础 上 ,发 展 起 来 的 生物 工 
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程 (包括 蛋白 质 和 酶 工程 等 ) 和 基因 工程 ,意图 按照 人 类 预定 的 设计 ， 
通过 酶 法 在 体外 完成 基因 重组 和 改造 ,可 有 效 地 达到 改造 生物 特性 
的 目的 。 

基因 重组 也 为 癌变 机 制 提供 了 一 种 可 能 的 解释 , 当 体 内 抗 况 能 
力 下 降 (例如 限制 性 内 切 酶 分 解 外 源 DNA 活性 降低 ) 时 ,外 源 致 癌 
物 中 DNA 经 酶 解 成 核酸 单 链 , 与 体内 或 细胞 内 复制 过 程 双 螺旋 解 
开 成 单 链 的 DNA 随机 结合 ,构成 变异 的 致癌 DNA, 它 的 基 办 在 细胞 
内 或 体内 表达 ,就 导致 冶 细 胞 的 生长 和 扩散 。 亚 硝 基 类 物质 可 引起 
核酸 中 某 些 核 苷 酸 脱 氨 而 变异 ,促进 形成 含 致 冶 的 DNA, 又 是 另 一 
种 可 能 的 解释 。 不 过 ,基因 重组 的 变异 效应 也 可 能 被 人 类 利用 于 改 
良品 种 ,现在 发 展 起 来 的 基因 工程 已 对 人 类 作出 了 有 益 的 贡献 。 

8.9.3 RNA 在 生物 中 的 功能 

(一 )RNA 病毒 的 遗传 机 制 

现 已 发 现 ,部 分 病毒 的 核酸 只 是 RNA, 对 于 这 类 称 为 RNA 病毒 
的 生物 来 说 ,发 挥 遗传 功能 的 只 能 是 RNA, 例 如 ,从 仅 含 RNA 的 烟 
草花 叶 病 毒 的 诱 变 实 验 得 到 了 证 明 。 如 果 用 亚 硝 基 妥 处 理 它 的 
RNA ,引起 其 中 某 些 核 背 酸 碱 基 陪 氨 ,然后 用 它 再 感染 烟草 ,就 会 形 
成 新 的 病毒 ,其 外 周 蛋白 质 的 某 些 氨基 酸 残 基 也 随 着 发 生变 化 而 变 
异 。 此 外 ,还 发 现在 RNA 的 复制 中 ,有 的 是 从 RNA 直接 合成 新 的 
RNA ,也 有 的 是 通过 反 向 转录 酶 先 合成 DNA ,然后 再 合成 RNA。 

(二 )RNA 对 蛋白质 生物 合成 起 关键 作用 

通常 ,DNA 先 通过 转录 将 自己 的 遗传 信息 转变 为 mRNA 的 核 
苷 酸 顺 序 ,再 通过 翻译 成 为 蛋白 质 的 父 基 酸 顺 序 ,以 合成 相应 的 蛋白 
质 ,在 翻译 过 程 中 还 需要 其 它 RNA 与 蛋白 质 因子 参加 ,而 mRNA 决 
定 合 成 的 蛋白 质 所 具有 的 结构 和 性 质 方面 起 着 关键 性 的 作用 。 

(三 )RNA 呈现 某 些 催化 功能 

tRNA 前 体 的 加 工 前 接 需要 多 种 酶 的 作用 ,其 中 有 一 种 tRNA 
前 体 加 工 酶 RNase P, 它 是 专 一 性 催化 RNA 前 体 5 - 端 加 工 的 酶 。 
这 种 酶 含有 1/4 的 蛋白 质 和 3/4 的 RNA。 它 不 能 被 胰 蛋 白 酶 消化 ， 
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但 在 微 球 菌 核 酶 或 RNaseA 作用 下 失 活 。 如 果 用 层 析 电泳 法 将 
RNaseP 所 售 的 蛋白 质 和 RNA 分 开 成 两 个 单独 组 分 ,它们 分 别 在 
10mmol/L Me! 存在 的 条 件 下 都 不 表现 出 RNase P 的 活性 , 若 将 这 
两 组 分 重新 组 合 在 一 起 ,RNase P 的 活性 又 会 恢复 。 此 外 ,还 发 现在 
大 于 20mmol/1. Mg 或 者 10mmoetL Me 和 lmmol/L 亚 精 胺 存在 
的 条 件 下 ,单独 的 RNA 组 分 也 具有 加 工 tRNA 5 -端的 活性 ,而 单 猎 
蛋白 质 组 分 就 没有 这 样 的 活性 。 在 1,4-a- 糖 元 支 链 酶 . 礁 酸 果 情 激 
酶 等 实验 中 也 观察 到 类 似 的 情况 。 

从 一 种 其 毛 原生 动物 四 膜 虫 的 研究 发 现 , 它 的 26S rRNA 内 基 
因 中 有 一 段 内 含 子 (intron) ,可 使 转录 的 直接 产物 中 含有 一 段 揪 人 顺 
序 {(TVS)。 俏 若 除 去 TIVS 段 , 让 5 S 2ZF53 T (exon)#li 3” -Nu2F 36 T AH 
互 连 接 能 转变 为 成 熟 的 26S rRNA, 这 表明 四 膜 虫 26S rRNA 前 体 的 
妆 我 剪接 是 加 膜 虫 内 RNA 呈现 的 一 种 功能 。 此 类 剪接 加 工 过 程 可 
在 离 体 条 件 下 进行 ,过 程 只 需要 Mg2+ , 岛 苷 或 3- 鸟 苷 酸 参 与 ,并 不 
需要 重 白 质 介 人。 可 以 认为 ,这 是 一 种 自我 催化 完成 的 过 程 。 综 土 
所 述 , 人 们 判定 RNA 具有 某 些 催化 功能 ,而 IVS 在 此 催化 过 程 中 起 
着 活化 外 显 子 的 不 可 缺少 的 作用 。 

IVS 还 能 自身 环 化 ,继而 先后 去 掉 15 个 和 4 个 核 苷 酸 而 成 为 共 
除去 19 个 核 苷 酸 的 线性 IVS( 简 记 为 L-19-ITVS)。Cech 等 将 这 种 具 
有 催化 自我 前 接 能 力 的 IVS-RNA 命名 为 tibozyme, 以 和 和 蛋白质 性 质 
类 的 催化 剂 ( 酶 ,enzyme) 相 区 别 。L-19-TVS 也 能 催化 其 它 RNA 分 
子 的 水 解 和 连接 反应 ,例如 , 它 在 等 事 C 为 底 物 时 有 催化 核 苷 酸 转 
移 聚 合 的 活性 ,也 有 磷酸 二 酷 酶 的 活性 。 它 还 有 RNA Hš FEP tJ 
酶 活力 。 

mRNA 中 IVS 也 有 类 似 的 催化 自我 剪接 的 能 力 ,不 过 , 它 仅 需 
要 Mg ' ,无 需 岛 车 类 的 入 生物 ,所 形成 的 IVS 是 套 环 结构 ( 见 图 8- 
30)。 

RNA 具有 俊 化 转移 聚合 的 自我 复制 活性 的 发 现 ,改变 了 过 去 认 
为 只 有 蛋白 质 的 酶 才 具 有 催化 功能 的 传统 观念 。 
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图 8-30 mRNA 前 体 中 TVS 的 自我 催化 加 工 机 制 


(四 )RNA 在 基因 表达 中 的 调控 作用 

过 去 认为 ,在 原核 生物 和 真 核 细胞 中 ,基因 的 表达 都 是 通过 调节 
基因 密码 合成 的 蛋白 质 来 进行 调节 控制 的 。 然 而 , 某 些 调节 基因 产 
生 的 RNA 也 具有 调控 基因 表达 的 作用 ,这 类 调节 基因 称 为 反 义 基 
央 , 它 的 表达 产物 RNA 称 为 反 义 RNA, | 

反 义 RNA 的 特点 是 在 它 的 结构 上 碱 基 排 列 与 相应 的 mRNA 
( 即 受 它 调控 的 mRNA) 的 碱 基 排 列 可 形成 互补 碱 基 对 , 正 由 于 如 
此 , 反 义 RNA 能 影响 mRNA 的 翻译 ,并 控制 相应 基因 的 表达 。 基 于 
同样 的 原因 , 反 义 RNA 对 基因 的 表达 呈现 非常 专 一 性 的 调控 。 

据 报道 ,已 发 现在 细菌 中 有 反 义 RNA 存在 ,而 真 核 生 物 中 仅 在 
酵母 内 发 现 肌 动 蛋白 质 mRNA 的 反 义 RNA。 不 过 ,很 多 真 核 细胞 
的 RNA 表现 出 反 义 RNA 的 功能 ,如 鸡 肚 细胞 中 有 一 类 富 含 口 的 小 

;分 子 RNA 具有 控制 翻译 的 作用 ,被 称 为 翻译 控制 RNA (tcRNA)。 
反 义 RNA 的 发 现 ,可 能 为 防治 肿瘤 、 病 毒 致 病 以 及 先天 性 遗传 疾病 
的 研究 开辟 了 一 条 途径 , 即 研究 的 设想 课题 是 设法 引入 人 工 合成 的 
反 义 基 因 或 反 义 RNA, 以 控制 细胞 内 的 肿瘤 基因 .病毒 基因 或 其 它 
有 害 基 因 在 体内 的 表达 。 例 如 , 应 用 反 义 RNA 抑制 疱疹 病毒 的 胸 
核 激 酶 (HSV-TK) 基 因 在 小 鼠 LTK ` 绸 胞 中 的 表达 获得 了 成 功 。 现 
报道 ,已 有 约 20 多 种 真 核 基 因 ,可 应 用 人 工 合成 的 反 义 基 因 或 反 义 
RNA ,都 能 不 同 程度 地 控制 它们 在 体内 的 表达 。 

反 义 RNA 的 发 现 , 为 癌变 机 制 提 供 了 又 一 种 可 能 的 解释 ,假定 
细胞 内 已 存在 一 种 肿瘤 基因 c-myc, 它 的 转录 产物 mRNA 有 三 段 外 
显 子 , 第 二 段 外 显 子 中 包含 第 一 个 起 始 密码 子 AUG:; 第 一 段 昌 无 蜜 
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码 蛋 白质 ,但 可 和 第 二 段 外 显 子 的 部 分 序列 形成 互补 的 双 链 莽 环 结 
构 ,影响 着 该 mRNA 起 始 密 码 子 附近 的 二 ,三 级 结构 ,因而 在 正常 生 
理 条 件 下 ,不 能 翻译 , 即 肿瘤 不 能 表达 ,但 在 某 种 例如 促使 基因 移 位 
情况 下 , 便 会 引起 这 种 mRNA 失去 了 第 一 段 外 显 子 , 改 变 了 第 二 段 
外 显 子 的 二 级 结构 , 骏 露 出 活性 部 分 ,致使 其 起 始 密码 子 AUG 易于 
和 核 猪 体 结合 并 翻译 出 相应 的 蛋白 质 ,肿瘤 基 因 便 得 亨 了 表达 击 有 
可 能 导致 况 变 。 


8.10 ”核酸 的 人 工 合成 


随 着 分 子 生 物 学 研究 的 不 断 深 人 ,对 基因 工程 和 蛋白 质 工程 的 
探索 不 断 开展 ,吸引 着 科技 人 员 连 切 需 要 去 探讨 核酸 的 结构 与 其 功 
能 的 关系 ,也 激励 着 人 工 合成 生命 大 分 子 一 一 蛋白 质 和 核酸 的 研究 ， 
现在 这 些 内 容 已 成 了 方兴未艾 的 前 沿 课题 。 

核酸 人 工 合 成 的 研究 进展 很 快 , 1955 年 成 功 地 合成 了 T,T 和 
pT,T,1977 年 完成 了 生长 激素 释放 抑制 因子 基因 的 合成 与 表达 ， 
1981 年 又 成 功 地 全 合成 酵母 两 氨 酸 tRNA。 至 今 ,核酸 的 人 工 合成 
方法 大 概 有 了 画 种 , 即 化 学 合成 和 酶 促 合 成 。 

8.10.1 按 酸 的 化 学 合成 

(一 ) 核 车 酚 官 能 基 团 的 保护 与 保护 基 团 解脱 

核 背 酸 是 一 个 多 官能 基 团 的 化 合 物 , 在 化 学 合成 过 程 中 容易 发 
生 错 接 或 自 聚 等 副 有 反应 ,所 以 为 了 避免 这 类 副 反 应 ,必须 和 肽 合成 那 
样 , 先 将 相应 核 普 酸 上 不 应 该 参加 反应 的 基 团 ,暂时 用 保护 基 让 盖 办 
法 将 其 保护 起 来 ,然后 进行 缩合 连接 反应 。 一 轮 缩合 反应 完成 后 , 必 
须 将 缩合 了 的 核 苷 酸 上 的 相应 保护 基 解 脱 。 人 同时 将 待 连接 的 核 苷 酸 
上 相应 不 该 连接 的 基 团 保护 起 来 ,尔后 再 进行 缩 台 连接 反应 ,保护 
一 一 缩合 连接 一 一 和 解脱 一 轮 又 一 轮 如 此 地 反复 ,直至 合成 完成 。 

在 核 苷 酸 中 需要 保护 的 基 团 包括 羟基 .氨基 和 磷酸 基 ,常用 的 保 
护 基 及 其 解脱 条 件 分 别 列 于 表 8-6、 表 8-7 和 表 8-8。 保 护 基 应 按 以 

.440 ` 


2 


下 原则 选择 : (1) 易 于 引 人 并 容易 解脱 ;(2) 有 较 高 的 反应 专 一 性 , 且 
相互 间 不 干扰 引入 和 解脱 ;(3) 保 护 基 引入 后 不 影响 应 该 连接 处 的 缩 
合 反 应 ,例如 不 产生 空间 位 阻 或 影响 连接 活性 等 ;(4) 在 引 人 和 解脱 
保护 基 时 不 引起 核 苷 酸 残 基 的 破坏 和 多 核 苷 酸 链 的 断裂 和 改变 。 


表 8-6 常用 的 羟基 保护 基 


其 缩写 解脱 条 件 


80%HAC; 1% TEA 的 乙醇 
溶液 ;2% 茶 磺 酸 的 CHC- 
CHsOH(7:3) 溶 液 ; ZnBr; / 
CHsNO,; 《CsHs )2AlCl 或 
(iBu)2AIC1o 


同 Mmt 


OH 或 气 解 
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0.0lmol/L HCI 


同 Thp- 同 Thp ,但 比 Thp 更 易 酸 
| 解 


2-OH  (CH,),NF 


TEA 为 三 乙 胺 ;DCC 为 二 环 己基 碳 二 亚 腑 。 


表 8-7 常用 的 氨基 保护 基 


对 甲 氧 苯 甲 酰 所 
. 442 * 


表 8-8 磷 豆 保护 基 


—CH,CH;CN : 
sk — Z B /nikipe ( —ERBf ) 
Zn 还原 

亚 硝酸 异 上 成 栈 


—CH,; CCh 


核 背 间 的 磷酸 | 348 ,2 TF 383 FREE BS (PR 
2-nit EE Hi Ë s > B Pd Fi 38 
Bú, wUTLIQ T # 

Pc tF|8]6992 82 | 同上 


核 背 间 的 磷酸 tuan) = Z E 


(二 ) 缩 合 连 接 反 应 

核酸 的 合成 是 保护 了 的 核 若 酸 按照 特定 排列 顺序 的 要 求 进行 缩 
合 反 应 ,让 它们 以 3.5 磁 酸 二 酯 键 连接 ,缩合 过 程 的 路 线 可 概括 为 
三 种 类 型 。 

(1) 磷 酸 二 酯 法 :此 法 是 通过 核 苷 酸 磷酸 单 酯 和 羟基 的 缩合 反 
应 ,生成 3 5’ 楼 酸 二 酶 键 。 常 用 的 缩合 剂 为 二 环 已 基 二 亚 胺 (dicy- 
clohexylcarbodiimide,DCC) 和 2,4,6-= F PJ 3828088638 (triisopropy- 
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lioenesulfonic chloride, TPS-Cl), XF DNA, 易 得 5 - 单 核 苷 酸 ,因此 
常用 下 述 的 一 种 连接 方式 : 
B. 


T | ae 
R,O 一 oh 十 a Sc OR; ma 会 R.O Ó Po CR, 
OP 


对 于 RNA, 易 得 到 ee 所 以 ç pH 
B, 


O 
—R | Es. 
R.O. — OP OH + HO 二 全 R.O Sa OR, 
OP 


例如 脱氧 三 核 苷 二 殉 酸 的 合成 过 程 : 
B， 
B, 


《或 Dmt) 
B, B, Bi B» 


T 
DCC 
Mmt—O oH i a OAC 或 TPS-GI 
oə 


O 
Mmt—O | + asla l 
oo OP 


Bi P; s 
lp 
此 法 由 于 核 苷 间 磷 酸 上 尚 有 一 未 保护 的 着 基 , 可 以 发 生 副 反 应 ， 


使 按 特定 要 求 的 缩合 产 率 下 降 , 且 副 产 物 干扰 了 产物 分 析 。 此 外 , 磷 
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酸 二 酯 法 不 适宜 固 相 合成 ,实现 自动 化 技 措 困难 。 
《2) 磷 酸 三 酯 法 :这 是 一 种 以 磷酸 二 酯 和 闫 基 缩 合生 成 更 酸 三 酯 
来 完成 核 甘酸 连接 的 方法 。 


h, O B, B. O É, 
R | R ”缩合 R | R 
Ri oS on 十 ro Be, 一 sa 上 St R; 


OR; OR 
该 法 使 用 了 高 效 的 活化 缩合 剂 , 如 2 ,4.6-= FEP 353 TS Wk [d ub ( TP- 
STE) 等 。 殉 酸 三 酯 法 是 在 磷酸 二 酯 法 保留 羟基 和 氮 基 的 保护 方法 
的 基础 上 ,采用 了 邻 (或 对 ) 氨 茶 基 衍生 物 保 护 磷 酸 , 使 副 反 应 较 少 ， 
而 生成 的 磷酸 三 酯 衍生 物 较 稳定 ,用 浓 氨 水 等 处 理 下 才 容 易 解 脱 。 
以 陪 氧 二 核 背 二 磷酸 三 栈 生 生物 的 合成 为 例 : 


O 
O B, I| _Cl 

Dm + C O— 
oN 


HO 


Wi 
1,2,4-= 
Bac, 已 kak a; 
c Š pat 
2 
Dmu OB 
H O B; 
O 
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O o 
| JO a= 
CK Do-p-o + CX >》 OPC ===. 
s | 


0 S CL GRNS= Z B) 
HO 
a 
O 
C s Le 


; 
! 


该 法 反应 速度 快 , 副 反应 少 , 产 率 高 ,产物 易 分 离 , 并 可 进行 固 相合 
成 。 
固 相合 成 法 容易 除去 未 反应 物 和 副 反 应 产物 ,每 次 连接 产物 的 
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分 离 纯化 手续 可 简化 ,易于 实现 合成 的 自动 化 。 

固 相 人 台 成 的 技 错 是 先 将 核 苷 酸 链 的 一 末端 (例如 3 端 核 车 酸 ) 
先 固定 在 不 溶性 高 分 子 载体 上 ,然后 再 从 另 一 末端 核 音 (例如 5° 端 ) 
或 核 音 酸 开始 逐个 延长 核 音 酸 链 (简介 示 于 图 8-31)。 


| 

B. B. ROLoO-P- 2 

木器 固定 

RO 0Ovw 二 -一 HD|-DOw@@ — 

(1) 连 接 I (1) 去 保护 | (1) 连 接 (2) 洗 党 
(25816 (2341 (3) 去 保护 (4) 流 淋 

B. O B, Bn O B: © B, 
Ho|-0-P-0| 0~@————~ | 0 ss0| o r oo 


OR' OR' 


B. 
RO| OX-Y-@ 


名 :为 尖 体 载体 
8-31 ”核酸 固 相 合成 示意 


(3) 亚 磷酸 二 醋 法 ;这 是 使 用 亚 磷酸 二 酯 和 羟基 进行 缩合 反应 生 
成 亚 磷酸 三 酯 的 方法 。 


l O 也 BI O D, 
R Í R ”缩合 氧化 R Í R 
RIO Dr + Ho FS, -一 一” RIO —0—P—O OR; 


此 法 也 可 采用 轿 相 合成 体系 ,不 过 试剂 的 制备 较 麻 烦 。 

8.10.2 核酸 的 酶 促 合 成 

DNA 连接 酶 反应 ,DNA 聚合 酶 Klenow 片段 催化 的 聚合 反应 和 
反问 转录 酶 反应 ,是 在 DNA 合成 中 常用 的 酶 促 反 应 ,例如 以 下 这 些 
酶 促 反 应 过 程 


— =  .... —— 
-ro u... TE Mr 


AB 。 . 
y = rr aT iOH papan, am 3 DNA EW 5 R aps PY, U — 
JS pP HO. NKT. DNA 3 wh F 
连接 栈 
5 ?tr T, DNA 连接 得 5 一 上 -rrmTrEy 一 一 3 
ng np HO i 3: š 5 
5AATTGTGAGCGG s. “MAN 
3'UTAACACTCGCCTATTGAATTAAS DNA BE Z R 
S'l'AATTGTGAGCGGATAACTTAATT3 
#pTTAACACTCGCCTATTGAATTAAS: 


s'PO—GGCATTGTGGAGCAGTGCTGCACCAGCATCTGCTCCCTCTACC 如 4 种 dNTP 
3: TAGACGAGGGAGATGGTTGACCTCTTGATGACCGTTIG 一 CH AMV F $t 2 84 


PO-GGCATTGTGGAGCAGTGCTGCACCAGCATCTGCTCCCTCTACC— 
AACTGGAGAACTACTGCAAC 


CCGTAACAC CTCGTCACGACGTGGTCGTAGACGAGGGAGATGG -- 
TTCACCTCTTGATGACGTTG-OH 


酶 促 合 成 有 许多 优点 , 它 的 反应 条 件 温和 ,效率 高 ,反应 专 一 , 副 
应 少 , 产 率 好 ,不 需要 进行 太 复 杂 的 保护 与 保护 基 解 脱 技 措 , 不 仅 
能 合成 小 片段 ,还 能 合成 大 片段 。 一 般 常 先 应 用 化 学 方法 合成 小 的 
春 核 苷 酸 片 段 ,然后 再 进行 酶 促 反 应 使 它们 连接 成 大 片段 。 
RNA 合成 中 主要 应 用 TRNA 连接 酶 进行 酶 促 反 应 ,还 应 用 多 
核 车 酸 磷酸 化 酶 (PNP) 反 应 和 核糖 核酸 酶 T, .N, 等 首相 合成 反应 。 
示例 如 下 : 
，RNA 连接 酶 


NIPNE.…Nn+ pNYV Nn 


NIN? n ‘NaN! N" 


2pNTpN?…N" FPA a ...NBNINP--.-N" 
PNP BE, 
CUC+ nGDP ama N. CUCGDP + CUOGP + GDP+ GpG + Pi 


PNP Ë, 
Bm T, Cm. IYGP 
nNDP —=pNLNZN2: : pN" + nPi 


Cm! Iy + GDP 


ppN + 32Pi SEN +Pi 
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8.10.3 ”核酸 人 工 合成 的 应 用 

核酸 入 工 合成 是 深入 研究 分 子 生物 学 、 基 因 工 程 和 看 白质 工程 
的 一 种 重要 手段 ， 人 

(一 ) 基 因 合 成 方面 的 应 

最 早 基因 合成 成 功 的 ee 的 合成 
与 表达 ,还 有 人 进行 了 a- 干 扰 豪 基因 的 全 合成 和 人 生长 激素 基因 的 
半 合 成 等 ,并 在 合成 改造 的 基因 及 其 连接 工程 的 研究 中 也 发 挥 着 重 
要 作用 。 

(二 ) 引 物 的 合成 

引物 是 合成 DNA 链 的 重要 核 背 酸 片 段 , 它 在 合成 cDNA 、mR- 
NA 中 起 着 重要 作用 ,还 应 用 于 蛋白 质 工 程 , 在 合成 寒 聚 核 苷 酸 引物 
指导 定向 突变 的 研究 中 亦 起 着 重要 作用 。 图 8-32 示 出 引物 在 定 回 
突变 和 合成 DNA 新 链 中 的 作用 。 


于 dNTP 
(a) CY 55°C 5min/ ovaRSWl Kiem) ) CO) 
再 冷 至 室温 T. 连接 酶 
(GiB K) 


《 链 的 延长 和 连接 》 
合成 的 引物 ， 新 合成 的 DNA 链 
3 mRNA 或 EDONA ”5” 反 转录 或 复制 ” mRNA 或 cDNA ` 


图 8-32 
引物 在 (a) 定 向 突变 中 的 作用 ;(b) 合 成 DNA 新 链 中 的 作用 


(三 ) 探 针 的 合成 

人 工 合 成 探 针 以 便 成 为 检测 所 需 的 基因 片段 和 特定 核 苷 酸 片段 
的 有 效 工 具 , 探 针 通 常 都 采用 人 工 合 成 带 ?*P 同位 素 等 放射 性 标记 
的 核 音 酸 片 段 。 

(四) 接头 的 合成 

制备 适合 于 不 同 需要 的 载体 上 构建 的 多 切 点 接头 (包括 平头 接 
头 和 粘性 接头 ) ,或 者 做 成 含有 10— 12 核 苷 酸 的 接头 用 于 调整 读 码 


" 449 。 


框架 。 

(五 ) 底 物 的 合成 

提供 研究 限制 性 内 切 核酸 酶 所 需要 的 底 物 , 见 图 8-33 所 列举 的 
刀 种 限制 住 内 切 酶 研究 用 的 底 物 。 


x < " FcoR! 
YEcor! i asa - ATTCC 
" : s - “paANTIC "HOAATTCA "Ar! 
CTTAAG CAA CTAAGn ， ACTAMer CTTrAAGGE 
村 
Hi Hon Er 
“IEzaR1 (kl awa a kasta ss 
4 pG ' PGAATTCAÀ ; 
Pe EA a aa CTTAAGT Ye Kap. CCTAGGU: 
是 1 i 
w 
x x x K 
xi: a | š kapu SEE ATTCAAGGTT 
CA ATCUCG ` PCCOG ATCCOOCCUGOATCCOG : AAG A A 5 
Te G6CCTAGUECCLCLAEEEE: TTCGAACTTAAGTTCUAACTIAAGD * 
i I í ji1 i I ' 
* x x 加 . XI] s | 
Ha D l 
+ f : a HPs 
TATTE AACCLT tC AOA G PGAACCCO Aa: 
CTTAAGTTCGAA CTTA AE: Map ， PreGccTCTP - GGCET TE 
i l I `x 
Nn: 和 dd Mnoni KPn1 | 
Yi HIEs [ * pGGTACC 
PART AL I CTU X pAACOUGOGALGACTCTOC XCATG 
和 a Tc COCOYCTCAQGA H CCATGGpP ` 
uz: 
x 3 . x Tt a" 
KPnIy KPnl Í KPnl | hPal 
COUTACCGG 
"FTA "` POCO LALIUOY '. “(OC 
i age "CAMO G CCATU p' CCATGGP 
f. 1 ; v. > 
KPnl ' Kini KPFPl 1 
"LO IACCÚ "CO ALCGU "PG TAUCCGOC 
"š 人 ATSGY CCLUATLCGpP CCATGGCCi 7 


x 


图 8-33” 几 种 限制 内 切 酶 的 底 物 


人 工 合 成 核酸 或 核 昔 酸 片段 进一步 证 实 了 核酸 的 组 成 和 结构 : 
核酸 大 分 子 是 由 基本 单位 一 一 核 苷 酸 以 3 -5 磁 酸 二 酯 键 连 接 而 成 ， 
每 连接 一 个 核 苷 酸 可 能 要 电 一 个 核 背 三 磷酸 在 酶 催化 下 提供 核 苷 酸 
及 能 量 。 但 据 佑 计 每 个 磷酸 酯 键 萄 藏 着 标准 自由 能 约 60 千 焦 耳 左 
右 。 由 此 可 见 ,核酸 大 分 子 还 是 一 个 巨大 自由 能 多- 存 库 , 它 可 能 与 生 
命 活动 中 的 能 量 转换 也 有 着 密切 的 关系 。 
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由 上 可 知 , 核 酸 的 结构 与 机 体 中 的 新 陈 代 谢 和 遗传 进化 机 制 紧 
密 相 关 。 因 此 ,应 用 物理 化 学 方法 对 核酸 的 结构 .功能 及 其 表达 的 关 
系 进行 研究 ,显然 是 生物 分 子 学 的 前 沿 高 科技 的 研究 课题 。 在 这 领 
域 中 的 探索 成 果 将 对 工农 业 生产 作出 有 益 的 贡献 ,例如 对 品种 的 改 
良 ,提高 品种 的 质量 或 产量 等 都 将 起 着 积极 的 作用 ,甚至 对 农业 的 绿 
色 革 命 也 会 起 着 推动 作用 。 不 过 ,务必 注意 ,如 果 对 这 些 成 果 和 手段 
使 用 不 当 , 将 会 给 人 类 带 来 灾难 。 
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第 九 章 “核酸 和 蛋白 质 的 代谢 与 物质 
代谢 的 相关 联系 及 调控 


所 有 生物 都 在 不 断 地 进行 着 生命 物质 核酸 和 重 日 质 的 代谢 , 它 
们 的 复制 合成 是 最 重要 最 基本 的 代谢 , 正 由 于 它们 能 复制 合成 ,生物 
的 遗传 性 状 才能 延续 ,生命 活动 才 得 以 保证 ,其 它 物质 的 代谢 才 可 能 
进行 。 


9.1 氨基 酸 的 供应 


9.1.1 氨基 酸 的 来 源 
蛋白 质 是 由 各 种 氨基 酸 构 成 的 , 据 分 析 这 类 氨基 酸 大 约 有 20 
种 ,对 人 和 高 等 动物 来 说 ,其 中 约 10 种 可 由 机 体 自己 合成 而 满足 供 
应 自身 需要 ,此 类 氨基 可 被 称 为 非 必需 氨基 酸 。 它 们 是 丙 氨 酸 (Ala， 
A)、 半 胱 毛 酸 (Cys,C)、 酪 氮 酸 (Tyr,Y) 、 谷 氨 酸 (Glu,E)、 天 冬 氨 酸 
(Asp,D) 丝氨酸 (Ser,S) . 谷 氨 酰胺 {Gln,Q) 、 天 冬 酰胺 (Asn,N)、 甘 
氨 酸 (Gly,G) 、 且 氨 酸 (Pro,P)。 其 它 的 氨基 酸 是 机 体内 不 能 自己 合 
成 的 ,或 虽 能 合成 却 不 能 满足 机 体 中 物质 代谢 的 需要 ,还 必须 从 外 界 
摄取 ,它们 被 称 为 必需 氨基 酸 ,也 有 10 种 左右 , 即 赖 氨 酸 (Lys,K)、 
色 氨 酸 (Trm,) , 38 PJ S18Ë (Phe, F). Si 34 ËB ( Val, V ) , F 8 < Bë 
(Met,M) . 亮 氨 酸 (Len,L)、 苏 氨 酸 (The, 工 )、 蜡 亮 氨 酸 (lle,I) 、 精 氨 
酸 (Arg,R) 和 和 组 毛 酸 (His,H)。 后 二 种 在 机 体内 合成 速度 很 惕 ,不 能 
满足 需要 。 不 过 ,对 于 植物 和 微生物 来 说 ,这 些 氨基 酸 可 从 糖 代谢 的 
中 向 产物 转化 合成 而 获得 。 所 以 ,人 类 必须 注重 从 植物 等 蛋白 质 中 
摄取 必需 的 氨基 酸 , 偏 食 将 带 来 严重 的 后 果 。 
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氨基 酸 的 来 源 概括 为 以 下 途径 :从 消化 食物 蛋白 质 中 搂 取 ;由 体 
内 细胞 蛋白 质 成 分 的 降解 获得 。 此 外 ,高 等 动物 的 非 必需 氨基 酸 可 
通过 自身 内 生物 合成 途径 获得 。 

(一 ) 食 物 蛋 白质 的 消化 与 氨基 酸 吸收 

高 等 动物 的 胃 肠 道中 含有 多 种 蛋 浙 酶 与 肽 酶 ,能 将 食物 蛋白 质 
彻底 水 解 为 氨基 酸 ,例如 胃 粘 膜 分 刻 胃 蛋白酶 和 胰 邓 分 刻 胰 凝 乳 蛋 
日 酶 以 及 弹性 蛋白 酶 可 将 蛋白 质 分 解 成 肽 段 ,又 经 胰腺 的 闭 基 肽 酶 
A 降解 为 芳香 族 或 脂肪 族 的 中 性 氨基 酸 和 窒 肘 ;胰腺 分 洲 的 胰 蛋 白 
酶 和 羧基 肽 酶 中 相继 消化 蛋白 质 产 生 碱 人 性 氨基 酸 ; 肽 段 能 在 小 肠 粘 
膜 分 纱 的 氨基 肽 酶 和 二 肽 酶 催化 下 水 解 成 氨基 酸 。 然 后 由 小 肠 粘 腊 
吸收 。 骨 健 蝗 酶 、 胰 蛋白 酶 和 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 等 是 属 肽 链 内 切 酶 ,它们 
能 水 解 肽 链 内 部 的 肽 键 。 羧 肽 酶 和 所 肽 酶 等 是 属 肽 链 外 切 酶 ,它们 
只 水 解 肽 链 两 端 氨基 酸 所 形成 的 肽 键 。 二 肽 酶 只 水 解 二 肽 。 所 以 食 
物 绰 白质 在 动物 消化 道中 ,是 经 一 系列 酶 的 联合 作用 才 会 被 术 解 成 
氨基 酸 。 

由 于 和 恒 蝗 梅 具有 专 一 性 水 解 肽 键 的 作用 , 葵 丙 氨 酸 . 酷 氨 酸 等 氨 
基 和 其它 氨 基 酸 所 形成 的 肽 键 , 骨 蛋白酶 能 催化 其 迅速 水 解 ,而 对 亮 
氮 酸 与 酸性 氨基 酸 等 所 形成 的 肘 键 水 解 较 缓慢 。 胰 蛋白 酶 能 水 解 由 
碱 性 氨基 酸 的 着 基 所 形成 的 肽 键 。 胰 凝 乳 蛋白 酶 水 解 由 芳香 族 氨 基 
酸 的 羧基 所 形成 之 肽 键 。 

刚 分 淡出 来 的 胃 和 蛋白 酶 原 要 经 胃酸 (HCI) 激 活 , 胰 和 蛋白酶 原 是 
由 肠 激 酶 激活 , 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 可 由 胰 蛋 白 酶 激活 。 这 些 蛋 白 酶 在 细 
胞 内 以 酶 原形 式 存 在 ,是 能 保护 组 织 细胞 不 被 这 些 蛋 白 酶 水 解 作用 
所 和 破坏。 如果 和 能 重 息 酶 原 在 胰 穆 内 被 激活 ,会 引起 急性 胰腺 炎 而 疼 
痛 。 

关于 氨基 酸 的 吸收 可 能 有 两 种 机 制 ; 

(1) 通 过 钠 泵 作用 进行 主动 输送 ,因为 肠 烙 膜 处 细胞 膜 上 存在 着 
氨基 酸 的 输送 载体 ,它们 能 在 膜 外 侧 和 相应 的 撩 基 酸 与 钠 离子 结合 
形成 三 元 络 合 物 ,将 氨基 酸 和 钠 离 子 输送 至 细胞 内 ,然后 钠 套 再 将 钠 
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离子 排出 膜 外 。 蜡 上 可 能 有 四 种 输送 载体 , 即 有 输送 踢 肪 族 氨 基 酸 、 
芳香 族 氨基 酸 、 含 硫 氨 基 酸 及 组 氨 酸 等 中 性 氨基 酸 的 ;输送 酸性 氨基 
酸 的 ;输送 碱 性 氨基 酸 的 ;以 及 输送 亚 氨基 酸 和 甘氨酸 的 载体 。 这 四 
种 载体 的 输送 速度 随 上 述 次 序 递减 。 

《2) 在 六 谷 氨 酰 转 肽 酶 的 作用 下 吸收 ,其 机 理 概 括 于 下 : 

AB H 8k ( r p 28 P 5 4k E RRB) r ER) + AA( 某 一 种 氨基 酸 ) 


SMB S aB — AA + 半 胱 酰 甘 秘 酸 ,它们 能 穿 过 膜 而 被 吸 
收 ,y SENE - AA 在 环 化 酶 作用 下 释放 出 氨基 酸 (AA) ,最 后 再 在 其 
它 酶 作用 下 再 生 谷 胱 甘 肽 ,此 过 程 如 下 : 


+ 谷 氨 栈 _ AA_ 工 从 如 椒 环 化 醒 .。 令 且 气 酸 L AA 
5-#UWS SAKSI _ 


S-RUMBEIRE + HOP “和 谷 氨 酸 


平 岗 酰 甘 氨 酸 +HO 时 本 半 肛 氨 酸 + 甘氨酸 


谷 氨 酸 + km EBE S assiya 


Am A 
yñ Botu a m a RHN S tr 


(二 ) 体 内 细胞 绰 白 质 成 分 的 降解 

体内 任何 一 种 蛋白 质 分 子 都 要 经 历 降解 和 更 新 ,它们 在 酶 作用 
下 不 断 地 被 分 解 ,又 不 断 地 合成 ,进行 着 更 新 代谢 。 根 据 体 内 细胞 电 
白质 成 分 降解 速度 是 服从 一 级 反应 动力 学 规律 ,于 是 ,通常 可 用 降解 
50% 所 需要 的 时 间 一 一 靶 “ 半 寿 期 "来 表达 ,各 种 蛋白 质 的 “ 半 寿 期 " 
很 不 相同 。 关 于 降解 的 蛋白 质 可 归纳 为 两 类 ,一 类 是 异常 的 .部 分 变 
性 的 蛋白 质 ; 奶 一 类 是 正常 蛋白 质 。 

关于 异常 的 .部 分 变性 的 蛋白 质 ,它们 或 者 由 于 合成 过 程 的 误 
接 , 导 致 畸变 ,或 者 由 于 外 源 病毒 等 重 白 质 参与 合成 过 程 而 病变 ,或 
者 由 于 化 学 修饰 而 变异 ,或 者 由 于 过 氧化 物 自 由 基 造 成 的 损伤 。 它 
们 均 或 多 或 少 地 不 同 于 体内 正常 蛋白 质 的 构象 ,体内 各 种 型 白 酶 就 
会 敏感 地 对 它们 进行 降解 作用 。 在 正常 发 育 条 件 下 ,生物 体内 具有 
如 合成 修正 机 构 , 过 氧 上 层 化 酶 等 各 种 机 构 来 防止 异常 组 白质 分 子 的 
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产生 ,一 旦 异常 分 子 逃 脱 这 类 防止 机 构 的 控制 而 出 现时 ,机 体 也 会 分 
泌 各 种 酶 对 它 进 行 迅 速水 解 而 消除 或 排 港 ,避免 它们 的 积累 而 将 有 
害 因 子 尽 可 能 地 排 路 掉 。 这 是 机 体 具 有 的 一 种 自然 保护 措施 。 

对 于 正常 蛋白 质 的 分 解 和 合成 是 属于 正常 代谢 过 程 ,在 机 体 成 
长 过 程 中 ,和 绰 白 质 的 合成 复制 要 多 于 降解 。 正 常 蛋白 质 的 “ 半 寿 期 ” 
长 短 往 往 和 它们 的 构象 有 关 。 酸 性 蛋白 质 比 碱 性 蛋白 质 较 易 水 解 。 
氨基 酸 分 解 .RNA 合成 和 胆固醇 转化 等 系统 中 那些 在 代谢 途径 中 ， 
起 着 制约 速度 作用 的 关键 酶 ,它们 的 “ 半 寿 期 "平均 不 过 2h ,然而 在 
细胞 内 的 水 平和 通常 因 日 夜 局 期 车 养 条 件 、 生 理 状态 等 的 变化 而 有 显 
著 改 变 。 例 如 起 着 氨基 酸 降解 酶 作用 的 色 氮 酸 氧 合 酶 ,其 * 半 寿 期 ” 
在 色 氨 酸 及 相关 辅助 因子 存在 时 会 明显 地 延长 。 谷 氨 酰 胺 合成 酶 在 
谷 氮 酰 胺 大 量 积累 时 ,其 降解 速率 会 迅速 上 升 。 

现 已 提出 有 两 种 类 型 降解 蛋白 质 的 机 制 :一 种 是 溶 酶 体系 统 的 - 
作用 和 另 一 种 ATP 参与 的 蛋白 质 水 解 系统 的 作用 。 

(1) 深 酶 体系 统 

溶 酶 体系 统 主 要 存在 于 真 核 生 物 中 , 它 是 集中 了 细胞 内 水 解 酶 
的 细胞 器, 能 发 挥 胞 饮 、 春 噬 外 源 物 质 的 作用 ,也 能 吞噬 细胞 自体 内 
待 降 解 物 ,然后 对 “ 半 寿 期 "长 的 蛋白 质 、 膜 蛋白 和 外 源 蛋 白质 等 进行 
降解 。 相 当 于 胃 和 蛋白 酶 的 组 织 蛋 白 酶 D,. 与 木瓜 蛋白 醇 相 似 的 琉 基 
组 织 重 白 酶 B.H 和 C, 外 切 组 织 蛋 白 酶 A 等 都 参与 了 对 蛋白 质 的 降 
解 。 溶 酶 体 对 和 蛋白质 的 降解 除了 受 温度 ,营养 条 件 、 生 理 状态 及 激素 
的 调控 外 ,也 由 抑 和 蛋白 酶 醛 肽 (leupetin) 等 抑制 。 

(2) 需 ATP 参与 的 蛋白 质 水 解 系统 

该 系统 存在 于 真 核 生 物 的 网 织 红细胞 线粒体 及 大 上 肠 杆 菌 中 。 
这 种 系统 是 在 偏 碱 性 条 件 下 ,有 ATP 参与 时 才 呈 现 出 降解 异常 蛋白 
和 半 寿 期 " 短 的 正常 蛋白 等 的 作用 。 其 中 ATP 的 内 切 酶 在 ATP 存 
在 情况 下 ,能 识别 待 降 解 蛋白 ,并 将 它们 降解 成 大 肽 段 。 然 后 由 不 必 
ATP 参与 的 内 切 酶 将 大 上 肽 段 分 解 成 小 肽 ,最 后 被 肽 酶 (hexopepti- 
dase) 降 解 为 氨基 酸 。 
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ATP 的 内 切 酶 在 大 肠 杆菌 中 至 少 有 了 7 了 种 ,其 中 蛋白 酶 La 研究 
得 较 清 楚 ,网 织 红 细胞 中 有 3 种 ,相对 分 子 质量 都 很 大 (4.5x10” — 5 
x 105)。 对 于 需 ATP 参与 的 蛋白 质 水 解 系统 的 识别 机 制 尚未 研究 
清楚 。 现 已 发 现 一 种 广泛 存在 于 各 种 生物 中 ,被 称 为 “uniquitin 的 
奎 热 性 小 肽 , 它 可 能 参与 作用 。 它 能 被 ATP 活化 ,并 借助 其 活化 的 
着 基 专 一 性 地 与 异常 蛋白 的 赖 氮 酸 残 基 缩 合 , 而 标记 该 蛋白 ,然后 经 
内 切 绰 白 酶 识别 降解 。 

体内 细胞 蛋白 质 成 分 降解 的 重要 意义 是 防止 异常 蛋白 的 存在 ， 
消除 老化 失 活 蛋白 ,供应 代谢 的 碳 氮 物质 再 利用 ,维持 氨基 酸 的 储蓄 
平衡 ,并 根据 环境 条 件 变 化 与 生理 机 能 需要 及 时 调节 酶 的 水 平 。 

9.1.2 非 必需 氨基 酸 的 合成 

几乎 所 有 生物 都 能 虽 身 生物 合成 这 类 非 必需 氨基 酸 。 原 料 来 自 
糖 代 谢 的 中 间 产 物 ,或 某 些 其 它 氨 基 酸 ,利用 这 些 物 质 作 前 体 时 的 合 
成 路 线 较 为 简单 ,大 概 有 4 种 体系 。 

(一 ) 谷 氨 酸 转变 成 a- 丽 成 二 和 酸 为 前 体 的 合成 体系 

在 光合 成 体系 中 参与 的 物质 还 有 三 羧 酸 循环 中 的 草 酰 乙酸 和 醇 
解 循环 中 的 丙酮 酸 , 合 成 的 产物 是 和 谷 氨 酸 、 谷 氮 酰 胺 .天 冬 氨 酸 、 天 冬 
栈 胶 , 丙 氨 酸 和 有 生 气 酸 等 。 现 举例 如 下 : 


HOOC(CH, )>CHCNFP)COOH 


， 谷 氢 酸 脱氧 酶 四 
pt + NAD(P) + 一 一 一 一 


1H,Q 
HOOC(CH, xC(—= O)COOH 
ax- 酮 皮 二 酸 


+ NH;+ NAD(P)H+ H* 
HOOC(CH;)xCH(NH;)OOOH + CH,C(— o)coor SE eO. 


丙酮 酸 


HOOC{CH; )C(—= O)COOH 
+ CH;CH(NH;)COOH 
WL 
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HOOC(CH,)-CH(NH;)COOH+ HOOCCH,C( = O)COOH 谷 草 转手 酸 @@ 
草 栈 乙酸 


HOOC(CH,);C(— O)COOH 
+ HOOCCH;CH(NH;)COOH 
天 冬 氨 酸 


HOOC(CH,)CH(NH;)COOH + NH; + ATP 
LLENC( = O)XCH;),CH(NH, JCOOH 
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谷 氨 酰胺 
+ ADP + HsPOs 
HOOC(CH, }, CH( NH, )COOH+ NH; 
A 
i 天 冬 栈 胶合 成 酶 @@ 
HNC( 一 O)CH;CH(NH;)COOH 
天 入 酰 胺 
+ ADP+ H;FO;, 
HOOCCH,CH(NH;)COOH + H,NC(=- O)(CH;);CH(NH, )COOH 
AZ B 谷 所 酰胺 
i w. 
+ ATP+ HLO 天 洗 瞧 胶合 成 酶 全 
Nə,NH€= O)CH;CH(NH; )COOH +HOOC(CH,),CH(NH,)COOH+AMP 
天 冬 酰 胺 谷 氢 酸 

NADH+ H+ +ATP 

+ HsP;O; HOOC(CH; xyCH(NH;)COOH CSSRSNEIt 
+ 人 久 还 原 酶 慌 化 
OHC(CH, ),CH(NH, )COOF > 
谷 氨 酸 半 醛 ° 
" H,Ç——CH; 
H.C CH, NADH + HH! | 


| 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 -> H,C CHCOOH 
HC、 /CHCOOH 2 SUUW3sJRE ZM š NZ 


N H 
A Ut 5-2282 BB 38. Rë 
(二 ) 丝 氨 酸 和 甘氨酸 合成 途径 
以 糖 醇 解 中 间 产 物 3 -磷酸 甘油 酸 为 前 体 , 经 个 磷酸 甘油 酸 暗 氨 


酶 . 仿 磷 酸 丝氨酸 转氨酶 和 转 琉 酸 丝 氨 酸 磷酸 酯 酶 等 三 种 酶 相继 催 
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化 而 生成 丝氨酸 。 丝 氨 酸 由 丝氨酸 转 羟 甲 基 酶 弗 催 化 又 可 形成 甘 氨 
酸 。 生 物 合成 过 程 如 下 : 


HOOCCHOHCH20B®B 一 ~HO0CC( 一 O)CH:O®D 
3- 磷 酸 甘油 本 3.808032 305 BNN 


@ 
1 
HOOCCH( NH )CH2 -人 B[ 代 表 --p( 一 O)(OHD2) 


+ 谷 撤 酸 


3- 磷 酸 丝 气 酸 s; 
+ 
HOOCCH(NH,)CH,OH=——— — — ——— — HOOCCH,NH; 
=N PTETTTYz=TETT” 甘氨酸 


在 丝氨酸 转化 为 甘氨酸 的 过 程 中 ,参加 的 四 和 所 叶酸 (FH ) 在 反应 脱 
水 后 形成 N,N'?- 甲 及 FEL( 即 N5,N 一 CHs 一 FHs4), 这 化 合 物 在 痊 


椎 动 物 有 于 脏 中 能 由 甘氨酸 合成 酶 > 催化 合成 甘氨酸 , 即 


N° ,N0——CH,—FH, + CO, + NH + NADH+ H° —> 


H,NCH,COOH + FH, + NAD* 
甘氨酸 
(三 ) 酷 氮 酸 的 生物 合成 
此 生物 合成 途径 是 由 茶 丙 氮 酸 -4- 单 加 氧 酶 ?催化 芋 再 氨 酸 转 化 
而 生成 酷 氮 酸 , 12 2 JW tB, Ra 3 JE, sa, Ë Riz BR EE o — 4⁄2 + B 52 Fe 
(NADPH) 和 氧 参 加 。 


C|,H;,CH,CH(NH;,)COOH + NADPH+ Ht +O, 
HOCsHICHCHCNEH2 COOH+ NADP* + H;,O 

(Vd )>E DS K ñ #E pk. 

这 是 以 甲 琉 氮 酸 (和 蛋氨酸) 为 原料 ,经 中 甲 硫 氨 酸 转 腺 萌 酶 @@ 转 
Hi 388 .@ 胱 硫酸-8- 合 酶 和 人 @ 胱 硫 醚 -7- 解 酶 等 四 种 酶 的 相继 催化 ， 
而 合成 半 跳 氨 酸 的 途径 。 

H3CSCHBCH2zCH(NHB ICOOH+ ATP 中 

甲 硫 氨 酸 - P, - PP 
H,CSt CH,CH;CH(NH; )COOH 


FE 
H,CCHCH(OH)CH(OH)CHNCH=—NC—CN-—=CHN==CNH; 
| 


腺 痛 甲 硫 氨 酸 
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四 SCH,CH,CH(NH,)COOH 


CH; H,CCHCH(OH)CH(OH)CHNCH—N0O=—CN-—CHN-=CNH, W 
L — L | 
腺 苷 同型 半 胱 氨 酸 


HSCEHCHCHANE2 )ooor- 2, HOOCH(NH, )CH,SCH;CH;CF(NH;)COOH 
同型 半 胱 氨 酸 L- 胱 琉 本 _ 


Ho FESCHRCH(NHOCOOH + CH;CH;,C(== O)COOH+ NH; 
2 


上 述 反应 过 夫 的 中 间 产 物 胰 硫 配 在 人 脑 中 合 量 需 很 高， 如 缺乏 
胱 硫酸 -8. 合 酶 的 遗传 病 患 者 会 表现 为 高 胱 握 酸 尿 症 ,智力 发 育 不 
人 

此 外 ,微生物 可 从 丝氨酸 出 发 ， Eee 能 得 
到 半 胱 氨 酸 。 

L—HOCH,CH(NH,)COOH + H,S © HSCH,CH( NH,)COOH+ H,O 

9.1.3 必需 氨基 酸 的 生物 合成 

通过 植物 和 微生物 的 生物 合成 必需 氨基 酸 以 供应 人 类 和 动物 的 
需求 ,虽然 它们 也 都 是 以 糖 代 谢 的 中 间 产 物 为 前 体 ,但 它们 的 合成 途 
径 相 对 地 较为 复杂 。 

(一 ) 天 冬 氨 酸 为 前 体 的 合成 路 线 

以 天 冬 氨 酸 起 始 可 合成 赖 氨 酸 . 甲 硫 氨 酸 、 苏 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 等 
四 种 氨基 酸 , 现 分 别 叙 述 如 下 : 

(1) 合 成 赖 氮 酸 需要 8 种 酶 相继 地 催化 进行 反应 后 方 能 完成 。 
首先 ,天 冬 氨 酸 在 天 冬 氨 酸 激酶 催化 ,ATP 参与 反应 变 成 ADP, 从 而 
提供 能 量 和 转移 磷酸 基 团 条 件 下 , 形成 了 8 天 冬 氨 酸 磷酸 
[HOOCCH(NH;)CH,C( = O)OPOs;H, ] ,随后 经 天 冬 氨 酸 半 醛 脱 氢 
酶 催化 ,NADPH+ H+ 参 与 反应 变 为 NADP+ + Pi 情况 下 ,又 形成 天 
冬 氨 酸 -B 半 柄 [HOOCCH(NH, )CH,CHO, ASA ] ,接着 与 丙酮 酸 反 
应 ,在 二 氢 吡 啶 二 羧 酸 合 酶 催化 下 ,生成 2,3- 二 氨 吡 啶 -2,6- 二 羧 酸 
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SS 
A wd ,又 在 A'- 烯 六 氢 吡 啶 -2,6- 二 其 酸 
HOOC COOH， 
脱 氢 酶 催化 下 ,与 NADPH+ H "反应 生成 NADP- 和 A” -167S 31 LEE 


i ¿N 
-2,6-— J 8 | | ;后 者 又 与 开 珀 酰 -C,A、 舍 毛 
en 


酸 由 琥珀 酰 -二 氨基 - 庚 酸 转氨酶 催化 ,产生 a- 酮 成 二 酸 , 获 得 了 NN- 刺 
珀 酰 -L,L-2,6- 二 氨基 上 庚 二 酸 (HOOCCHKNE2 ) (CH, )xCH(COOH) 
NHC( = O)(CH;),COOH] ,获得 的 产物 再 由 琥珀 酰 - 二 氨基 上 庚 二 本 
脱氧 酶 催化 , 脱 去 政 珀 酸 而 生成 L,L-a,e- 二 氨基 上 庚 二 酸 [HOOCCH 
(NH )}(CH;)3CH(NH,)COOH,DAP], 最 后 被 二 氨基 上 康 二 酸 差 向 异 
构 酶 和 脱羧 酶 相继 催化 释放 出 CO ,而 转变 成 [HNCH (CH )3CH 
(NH )COOH ,Lys] 赖 氮 酸 。 该 合成 反应 过 程 中 前 三 步骤 和 最 后 步 
又 是 很 关键 的 。 

《2) 合 成 苏 氨 酸 过 程 中 从 天 冬 氨 酸 开始 的 前 二 步骤 反应 与 合成 
来 氨 酸 的 相同 ,随后 的 途径 是 天 冬 氨 酸 -f- 半 醛 由 高 丝氨酸 脱 氢 酶 催 
化 而 转化 为 高 丝氨酸 LHOOCCHI(NEH2 )CEH2CH2OH,HSej, 再 经 高 丝 
氨 酸 激酶 催化 变 为 高 丝 氟 酸 磷酸 【HOOCCH 
(NH),CH;CH;OPO,H;, ] ,最 后 通过 四 步 反 应 ,其 中 有 苏 氮 酸 合成 酶 
参与 催化 而 生成 苏 气 酸 [HOCOCCH(NH: )CHCOH)CH3 ,Thrj。 

《3) 蜡 亮 氨 酸 的 合成 是 在 苏 氨 酸 合成 途径 基础 上 完成 的 ,在 苏 氨 
酸 脱 氨 酶 作用 下 苏 氨 酸 脱 NH, 生成 “< 酮 丁 酸 [CHaCH2C( = O) 
COOH , 随后 与 丙酮 酸 在 乙酰 乳酸 合 酶 作用 下 反应 释放 CO, 而 生成 
a- C BRt-a- P J 8 [ CH,C( = O)C(OH)(CH,CH;)COOH], X ⁄# Z Ë 
乳酸 变 位 酶 与 还 原 酶 的 相继 作用 ,辅酶 NAD(P)H+ H+ 变 为 NAD 
(P)* 的 同时 ,获得 产物 a、B- 二 券 -8- 甲 基 成 酸 [CH;CH2C(OH) (CH;) 
CH(OH)COOH) ,并 在 二 羧 酸 悦 水 酶 作用 下 去 水 而 形成 a- 酮 -8B- 甲 基 
8 CH;CH;,CH(CH;)C( 一 O)COOHJ ,最 后 在 细 氨 酸 转 氨 酶 催化 
下 与 谷 氨 酸 反应 ,转化 为 异 亮 氮 酸 [CH3CH2zCH ( CH; ) CH( NH; )- 
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OOOFI llej 和 副 产 物 a- 酮 成 二 酸 。 

《4) 甲 硫 氨 酸 (蛋氨酸 ) 的 合成 也 是 以 天 冬 氨 酸 为 原料 ,起 始 二 步 
骤 按 合成 赖 氨 酸 的 途径 至 生成 天 冬 氮 酸 -8B- 半 醛 后 , 即 按 合成 苏 氨 酸 
途径 进行 肥 应 至 生成 高 丝氨酸 ,然后 通过 高 丝氨酸 (HSe) 在 高 丝 毛 
酸 转 醚 基 酶 催促 下 与 下 珀 本 -CA 反应 ,将 政 珀 酰基 转移 ,形成 oB 
珀 酰 高 丝氨酸 [HOOCCH(NFb)(CH;)2OC( = O)(CH;,;),COOH ]Ill 
释放 C,A。 继 而 由 胱 硫 醚 -7- 合 酶 催化 ,o- 政 珀 栈 高 丝氨酸 和 半 胱 氮 
酸 反 应 转化 成 胱 破 醚 [HOOCCH ( NH, , ( CH; )2CHINH2 )SCH,CH 
(NHz)COOHJ] 和 正 珀 酸 。 前 者 进一步 在 脱硫 本 -8B- 臀 合 酶 作用 下 加 
水 分 解 生成 高 半 胱 氨 酸 [HS(CHz),CH(NH,)COOHJ、NHs 和 丙酮 
酸 。 最 后 在 N° -HI 3E-FH, 参与 反应 和 转 甲 基 酶 作用 下 生成 蛋 筑 酸 
[HiCS(CCE )2COOH ,Metj。 

以 上 四 种 氨基 酸 的 合成 都 以 天 冬 氨 酸 为 前 体 , 由 天 冬 氨 酸 激酶 
众 化 而 进行 第 一 步 反 应 中 ,伴随 着 ATP 的 参与 ,导致 磷酸 基 团 的 转 
移 和 能 量 代 谢 相 偶 联 。 还 可 看 到 ,合成 炉 氨 酸 和 和 蛋氨酸 等 过 程 中 有 
琥珀 酰 -CuA 参与 并 释放 必要 的 自由 能 。 这 些 高 能 键 化 合 物 能 量 的 
代谢 对 推动 反应 进行 亦 起 着 关键 性 作用 。 

经 研究 发 现 , 在 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) 的 4 种 氨基 酸 合 成 过 
程 中 第 一 步 有 3 种 天 冬 氨 酸 激酶 同 工 酶 ,而 不 同 的 尾 产 物 能 分 别 对 
它们 进行 反馈 阻 过 和 反馈 抑制 的 调控 。 用 作 赖 氨 酸 生产 菌 的 黄色 短 
杆菌 (Brevibaterium-tlavum) 中 只 有 一 种 天 冬 毛 酸 激酶 , 它 仅 受 赖 毛 
酸 和 苏 氮 酸 的 协同 抒 制 ,并 使 苏 氨 酸 不 再 进一步 生成 异 亮 毛 构 。 

除了 天 冬 氨 酸 激 酶 之 外 ,整个 合成 过 程 中 还 有 高 丝氨酸 脱 氢 酶 
和 苏 氨 酸 脱氧 酶 等 也 都 受 相应 的 尾 产 物 气 基 酸 的 反馈 调控 。 

(二 ) 合 成 乌 氮 酸 、 精 氮 酸 的 途径 

此 途径 较 复杂 , 它 以 谷 氨 酸 为 前 体 , 在 氨基 酸 转 乙酰 基 酶 俊 化 
下 ,形成 N- 乙 酰 洛 氮 酸 [HOOC(CHz)2CH(NHOOCHs)COOH], 反 应 
有 乙酰 -CA 参加 ,提供 乙酰 基 后 变 为 C,A, 并 伴随 着 自由 能 的 部 分 
转移 。 随 后 在 乙 生 谷 气 酸 激酶 和 ATP 变 为 ADP 的 作用 下 ,导致 N- 
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Z, Bk-y- £ $X Bt g$ Kë ( ( HO );P (一 O) OC ( = O) (CH )2CH 
(CNHCOCEH3 )OOOHIJ 的 形成 ,又 通过 N- Z, Bk- y-; 22 89 B$ Ñ yE P. RS fis 
化 , 偶 联 NADPH+ H* —NADP* 反应 而 脱 去 Pi, 得 到 的 N-Z tS SX 
酸 半 醚 [OHC(CH;)2-CH{NHOCOCH3)COOH] 进 一 步 经 乙酰 乌 毛 酸 转 
氨 酶 催化 ,在 谷 氨 酸 参与 反应 变 为 a- 酮 戊 二 酸 的 同时 转移 了 -NH 而 
生成 wcN- 乙 栈 乌 氨 酸 [H2NCH ( CH; )2CH(NHCOCH3S )COOHJ] , 接 
着 有 二 种 途径 :途径 (1) 是 在 谷 氨 酸 参与 下 ,由 谷 氨 酸 转 乙 酰基 酶 催 
化 ,生成 L- 鸟 贫 酸 和 -乙酰 谷 氨 酸 ,后 者 就 是 L- 谷 氨 酸 在 第 一 步 反 
应 中 的 产物 ,于 是 组 成 了 所 谓 鸟 氨 酸 循环 ;途径 (2) 是 在 乙酰 鸟 氨 酸 
脱 乙 酰基 酶 作用 下 分 解 成 乙酸 和 产物 L- 鸟 氨 酸 。 在 大 肠 杆 菌 中 的 
生物 合成 过 程 仅 呈现 途径 (2)。 

上 述 生物 合成 过 程 的 产物 乌 握 酸 [HENGCH )CHONE)GOOED 与 所 
基 申 栈 磁 酸 [FENC( 一 DO)OPCOsE 了 在 乌 气 酸 氨基 甲 本 转移 酶 作用 下 释 
解 出 磷酸 [FsPOy 1, 生 成 扩 氨 酸 [HENC( 一 O)NH(CH, )3CHCNEE ) 
OOOH]。 此 反应 过 程 中 的 氨基 甲 酰 磷 酸 是 利用 NH, + OO, 在 氨基 甲 栈 
磷酸 合成 酶 催化 下 ,由 2ATP—2ADP 反应 偶 联 驱动 而 合成 的 。 瓜 氨 酸 又 
与 天 冬 氨 酸 [HOOCCH(NH )CHEODOHJ] 在 AIP 一 AMP 反应 偶 联 和 精 氨 
酸 代 开 珀 酸 合 成 酶 作用 下 ,合成 了 精 氮 酸 代 焉 珀 酸 [HN=C 


NHCHOOOH 
| | NH(CCB DCHONE)COOHJ ,再 经 精 氨 酸 代 琥 珀 酸 列 
CH,COOH 


解 酶 作用 裂解 为 HOOCCH = CHOOOH 和 产物 精 氨 酸 。 但 精 氨 酸 可 在 精 
氮 酸 酶 作用 下 进一步 裂解 为 乌 氨 酸 [HEN(CHb)3CH(NEHb )COOHD 和 产物 
尿素 [(HEN)C 一 0]。 鸟 氨 酸 又 可 与 氮 基 甲 酰 磷 酸 反 应 而 组 成 尿素 乱 
环 。 

进 外 , 还 有 些 机 体 鸟 所 酸 可 由 谷 氮 酸 -7- 半 醛 + 天 冬 氨 酸 

鸟 氨 酸 转氨酶 

一 一 一 一 一 乌 气 酸 + 草酸 乙酸 反应 真 接生 成 。 

(三 ) 丙 酮 酸 为 前 体 生物 合成 顷 氨 酸 和 亮 氨 酸 

(1) 绢 氨 酸 合成 途径 是 丙酮 酸 两 分 子 间 遂 过 乙酰 乳酸 合 酶 催化 ， 
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脱出 一 分 子 CO, 而 连接 成 上 乙酰 乳酸 TH3CC( 一 O)C(CHs)(OH) 
COOH 后 ,连续 经 乙酰 乳酸 变 位 秘 、 还 原 酶 和 二 羟 酸 晓 水 酶 催化 ,有 其 
体 变 化 可 参见 合成 异 亮 氮 酸 途 径 中 有 关 相 应 酶 的 催化 反应 。 由 此 得 
到 的 a- 酮 异 成 酸 [HsCCH(CH;3)C( 一 O)COOOHJ] 是 合成 缚 氨 酸 的 原 
料 ,也 可 沿 另 一 途径 合成 亮 氮 酸 。 纵 氮 酸 的 合成 是 继 氨 酸 转氨酶 存 
在 时 a- 酮 异 戊 酸 与 谷 氮 酸 反应 生成 a- Ë) k, — 89 8128 $X É [ H.CCH 
{CH3)CH(NH; }OOOH, Val]; 

(2) 亮 氨 酸 的 合成 是 由 a- 前 异 成 酸 按 男 一 途径 进行 反应 , 即 a- 酮 
异 成 酸 与 乙酰 -C,A 由 a- 异 丙 基 苹果 酸 合 酶 众 化 生成 a- 异 商 基 苹果 
酸 (HOOCCH;C(OH) (COOH)CH(CHs)s]}。 并 进一步 由 oa- 异 丙 基 萤 
果 酸 脱水 酶 催化 转变 成 B- 异 丙 基 莹 果 酸 [HOOCCH ( OH) CH 
{COOH)CH(CHs)2] ,随后 在 异 丙 基 苹果 酸 脱氧 酶 作用 下 ,于 NAD+ 
参与 反应 生成 NADH + CO, 的 同时 , 变 为 a- 醉 异己 酸 [HOOCC( 一 
OICHCHCCH3:)] ,最 后 由 亮 氮 酸 转 毛 酶 催化 ,与 谷 氨 酸 反 应 形成 a- 
柄 成 二 酸 和 产物 亮 氮 酸 [HOOCCHCNH,)CH2CH(CH:), ,Leu]。 

屿 氨 酸 和 亮 氮 酸 也 能 分 别 反 局 拂 制 乙酰 乳酸 合 酶 和 a- 异 丙 基 蕴 
果 酸 合 酶 。 

(四 ) 色 氢 酸 酷 氨 酸 . 葵 丙 氨 酸 等 芳香 族 氨 基 酸 的 合成 

这 条 合成 途径 是 以 糖 酵 解 的 中 间 产 物 磷酸 烯 醇 式 丙酮 酸 
[HOOCC( 一 CHb)OPO3]\ 糖 氧化 磋 酸 成 糖 途径 的 中 间 产 物 赤 萝 糖 - 
千 磷酸 LOHOCHGOH)CHCOH)CHEOPO3E ] 为 起 始 反应 物 ,在 磅 酸 -2- 酮 - 
3- 脱 氧 庚 糖 酸 隘 缩 酶 (发 现 有 3 种 同 工 酶 ) 催 化 下 进行 加 HO 赔 磷酸 反 
应 ,合成 了 3 脱氧 xc 阿拉 伯 康 柄 糖 酸 7 磷酸 [HOOCC 
( =O)CR, CH(OH)C ( OH )HC ( OH) HCH OPO H, 1] 。 随 后 在 脱 
氨 奎 尼 酸 合 酶 作用 下 脱 磷 酸 环 化 生成 准备 形成 芳香 核 的 S- 脱 
氢 言 尼 酸 , 即 [ HOOCC(OH)CH,CH(OH)CH(OH)C( = O)CH, ), X 

| 


5 脱 氢 硅 尼 酸 脱 水 酶 作用 变 为 3 脱 氢 莽 草酸 
( HOOOC 一 CHC( = O)CH(OPDCH(OPDCH。]。 再 进一步 通过 茵 草酸 
| 
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脱氧 酶 俱 化 和 NADPH + H+ 一 NADP* 反应 参与 下 变 为 莫 草 酸 
[ HOCCO—CHCH(OH)CH(OFDCH(OFDCH, ] ,接着 在 荆 草 酸 油 酶 作 
[| 


用 下 ATP 变 为 ADP, 并 将 磷酸 基 团 转移 给 莽 草 酸 而 形成 莽 草 酸 -3- 磷 
酸 [ HOOCO—CHCH(OPO;H,)CH(OH)CH(OH)CH,, j ,然后 在 磷酸 糙 
| 


醇 式 琴 酮 酸 参与 下 , 由 丙酮 酰 茵 草酸 磷酸 合 酶 催化 脱 磷酸 基 团 合成 
( HOOCO=—CHCH(OPO;H;)CH(OH)CH(OC—COOH)CH; J), X 
moss . 

经 分 枝 酸 合成 酶 催化 解脱 磷酸 而 得 到 分 校 酸 


CH; 
| 
[ 人 J. 
由 分 枝 酸 起 始 ,从 两 条 途径 分 别 合 成 色 氨 酸 以 及 酷 氨 酸 和 葵 丙 


氨 酸 。 合 成 色 氨 酸 这 条 途径 是 先 让 分 枝 酸 与 谷 氨 酰 胺 (Gln) 在 氨基 

苯 甲 酸 合 酶 存在 时 反应 ,生成 谷 氨 酸 (Glu) \ 丙 柄 酸 和 氨基 茶 甲 酸 。 

并 通过 氨基 葵 甲 酸 [ HOOCO=C(NH;,)CH—CHCH==CH J] 5 8 É 
| | 


核糖 焦 磷 酸 (PRPP) 被 氨基 葵 甲 酸 转 克 酸 核糖 酶 催化 , 脱 去 焦 磷 酸 和 
£ P 6 BE zk-10-F2 3£ 2 SX 3 1 -H5 %( E 84 SE PR Kë [ortho 一 
HOOCGsH4NHCH = C(OH)CH(OH)CH(OH)CH,OPO;H;), Bü 
经 号 | 噪 -3- 甘 油 磷 酸 合 酶 作用 ,释放 H,O 与 CO, 而 生成 唆 -3- 甘 油 磁 酸 


[CH—CHCH—CHGO—CNHCH;CHCH(OH})CH(OH)CH2OPOsH, ), 
L | 


最 后 由 色 氨 酸 合 酶 催化 与 丝氨酸 合成 色 氨 酸 [ S T 31. 


(NH,)COOH,Trp ]。 
男 一 条 合成 酷 氮 酸 和 茶 丙 氨 酸 的 途径 是 首先 在 分 校 酸 
变 位 酶 作用 下 , 分 枝 酸 变 为 预 茶 酸 [ HOOCC( = O)CH, 
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C(COOH)CH=-CHCH(OH)CH==CH ) ,然后 分 别 以 不 完全 相同 的 
p a s a J | 


途径 合成 酪 氮 酸 和 茶 丙 氨 酸 。 
由 预 蒜 酸 与 NAD 在 预 蕉 酸 脱 氢 酶 催化 下 生成 NADH CO, 
和 对 羟 芋 再 酮 酸 ( HOOCC( — O)G=CHCH==—=C(OH)CH==CH ), 


而 NAD+ 一 NADH 反 应 可 以 提供 部 分 能 量 ,最 后 与 谷 氨 酸 在 

转氨酶 作用 下 反应 ,产生 aN P — B FL B S Së 

[ HOOCCH(NH,)O=CHCH==C(OH)CH=CH )。 预 茶 酸 的 另 一 
| 


反应 是 在 预 蔡 酸 脱水 酶 催化 下 除去 H,O #l CO, ZF 35 Ñ Ni F: 
[ HOOCC( = 0)CH20 一 CHCH 一 CHCH= 一 CH ] ,接着 也 在 转氨酶 
| 


催化 下 , 与 谷 氨 酸 反 应 产生 wu 责成 二 酸 和 葵 丙 氨 酸 
[ HOOCCH(NH, )CH;,C=-CHCH=-CHCH=CH ]。 


这 些 芳香 族 氨基 酸 合 成 系统 中 有 关 的 酶 往往 会 构成 多 酶 复合 
体 , 几 种 多 酶 复合 体 又 能 以 次 级 键 组 成 更 高 一 级 的 “超级 多 苹 复 合 
物 ,因而 呈现 出 催化 效率 的 提高 和 有 利于 避免 副 反 应 。 不 过 ,系统 
中 有 头 第 一 步 和 分 枝 酸 进行 反应 过 程 有 关 酶 的 催化 功能 也 受 尾 产物 
的 反馈 调控 。 

(五 ) 组 氨 酸 的 生物 合成 

组 氮 酸 的 生物 合成 是 以 糖 氧化 代谢 中 磷酸 上 戊 糖 循环 途径 的 中 间 
产物 核糖 -5- 伙 酸 为 原料 , 先 通过 核糖 -5- 碰 酸 焦 磺 酸 激酶 俊 化 形成 磷 


一 一 一 0 一 一 一 
酸 核 精 焦 醋酸 【 BOCH2CHCH(OH)CH(OH})CH(O@D),PRPP ]。 
随后 在 ATP 转 磷酸 核糖 酶 作用 下 ATPE 脱 去 焦 磷 酸 的 AMP 
Sk 2 £: B$ Kë 05 BS BQ 2⁄2 SR G pk N-( 5 BS BQ E ER) AMP 


和 | | | 
(SOCH,CHCH(OH)CH(OH)CH —NCH=-=NC—CN=—-CHN=CN- 
KUY” T 2-2 
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| O | 
H(CHCHOHCHOHCHCH2OB J。 此 反应 是 由 脱 去 焦 礁 酸 {@@ 人 @@j 
所 释放 的 自由 能 , 作 化 学 功 提供 活化 能 驱动 进行 的 。 接 着 受 磁 琶 核 
I AMP 环 化 水 解 酶 催化 生成 磁 酸 核 酮 糖 亚 腕 甲 基 -5 氨 基 咪 唑 甲 酰 
胺 核 彰 酸 [HO3POCECHIOHICHCOHDOCC =O)CH(OH)NHCH 一 


[ 1 
NOC{CONH)N 一 CHN 一 核糖 --@@ ] ,又 在 磷酸 核 酮 糖 亚 胺 甲 
3 - 5- *( 2 IPK i Hš 8 kz 3⁄; r N Se J B Ë T, F # AE, 2 85 B 2 B PS 
WF Rk S 3 5 SU #Ë R i H! Bç Ek 3⁄2 WT Bo 54932 [ H,O;,POCH,CH(OH) 


ee 
CH(OH)C(=O)CH,NHCFF=-NO=C(CONH,)N—=CHN—%3k— 


RN 
昌 ]。 然 后 与 谷 氨 酰 胶 反 应 而 释 出 HiNC 一 C(CONH;)N 一 CHN 一 
核糖 一 四 , 谷 毛 酸 以 及 形成 妹 唑 甘油 磷酸 [HO;POCH2CH(OH) 


| | 
CH(OH)CG==CHN 一 CHNH ), 53 RBK H hak 88 K SS ETE Y 


转变 成 咪唑 丙酮 醉 磷酸 [ H.O.POCH,CC€GO)CH,C=-CHN==CHNH), 
又 经 组 毛 醇 磷酸 转氨酶 催化 与 谷 毛 酸 反 应 生成 w 酮 成 二 酸 和 L- 组 


氨 醒 磷酸 [ HO3POCH2CH(NHz )CHC 一 CHN 一 CHNH ]。 再 通过 
¿H£ BZ B$ Ro Bë YE Fi ë 2 2 32 L-2H S NZ ( HOCH,CH ( NH, ) CH; 


AN ]。 进 一 步 被 组 氨 醇 脱氧 酶 催化 而 转 为 L- 组 氮 


醛 [ OHCCH(NH,)CH,G=CHN==CHNH ]。 最 后 NAD- —NADH 

参与 反应 ,并 提供 能 量 ,以 及 由 组 氨 醇 脱氧 酶 催化 生成 组 氮 酸 (His)。 

组 氨 酸 达到 一 定 浓度 后 会 反馈 抑制 核糖 -$- 磷 酸 焦 磷 酸 激 酶 的 活性 。 

由 上 可 知 , 氨 基 酸 生物 合成 过 程 的 尾 产 移 都 会 基 现 反馈 阻 遏 与 

反馈 扼 制 的 调控 效应 。 当 该 尾 产 物 达 到 一 定 浓度 时 ,它们 便 能 对 代 

谢 途 径 中 关键 的 限 速 环节 (往往 是 第 一 步 ) 的 酶 摧 化 合成 活性 产生 阻 
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遏 和 抑制 作用 。 例 如 , 赖 氨 酸 等 合成 系统 和 芳香 族 氨 基 酸 合成 系统 
都 含 3 种 同 工 酶 于 第 一 步 起 作用 ,但 它 却 接受 不 同 尾 产 物 的 控制 ,人 
们 称 为 同 工 酶 式 调 节 ; 又 如 黄色 短 杆菌 中 赖 氨 酸 等 合成 系统 的 第 一 
步 会 受 赖 氮 酸 和 苏 握 酸 两 者 的 协同 控制 ,但 任何 一 种 氨基 酸 未 达到 
一 害 浓 度 水 平均 会 引起 另 一 种 不 能 单独 发 挥 抑 制作 用 。 这 种 是 属于 
协 问 式 调节 ;还 有 的 称 作 累加 式 调 节 ,合成 系统 中 每 一 种 尾 产 物 都 能 
产生 部 分 的 反馈 抑制 ,这 些 效应 是 可 和 琶 加 的 。 此 外 , 苏 氨 酸 与 甲 硫 氨 
酸 、 广 和 理 族 氨基 酸 等 合成 系统 中 分 支 途径 的 第 一 步骤 酶 也 受 相 应 尾 
产物 的 调控 。 这 样 的 生理 机 制 就 能 使 机 体内 氨基 酸 的 合成 控制 在 一 
定 浓度 水 平 上 ,也 有 利于 合成 蛋白 质 的 调控 。 


9.2 碱 基 和 核 普 酸 的 供应 


生物 体内 所 党 要 的 碱 基 和 核 背 酸 也 和 氨基 酸 类 似 , 有 丙种 来 源 
的 途径 , 即 道 过 核酸 酶 等 降解 食物 与 细胞 内 的 核酸 获取 和 通过 生物 
合成 来 供应 。 

9.2.1 核酸 的 降解 

动物 可 以 分 沙 水 解 酶 类 来 分 解 食物 中 的 核 蛋 白 和 核酸 类 物质 ; 
植物 一 般 不 能 消化 体外 的 有 机 物质 。 

生物 中 普遍 存在 分 解 核 酸 的 酶 系统 。 核 酸 的 降解 需要 三 类 酶 发 
挥 不 同 的 作用 专 获取 三 种 降解 水 平 的 产物 , 即 核酸 酶 催化 水 解 核 酸 ， 
产物 是 核 苷 酸 ; 核 苷 酸 由 核 背 酸 酶 催化 脱 磷 酸 获 得 核 背 ; 核 背 经 核 苷 
酶 作用 化 为 碱 基 ( 嗓 叭 . 喀 啶 ) 和 戊 精 。 

核酸 酶 是 水 解 RNA 和 DNA 中 磷酸 一 酯 键 的 酶 类 , JS gt R8 — Bh 
酶 , 它 能 使 核酸 内 部 连接 核 苷 酸 的 磅 二 酯 键 水 解 断裂 产生 低级 多 核 
茸 酸 或 单 核 车 酸 。 这 种 核酸 内 切 酶 根据 它们 对 RNA 和 DNA 的 专 
一 性 ,下 分 为 作用 于 DNA 的 脱 气 核糖 核酸 酶 (DNase) 和 作用 于 
RNA 的 核糖 核酸 酶 (RNase)。 其 中 胰 RNase 3 É RNase T, 、 细 菌 
RNase U, 等 对 碱 基 呈 现 一 定 的 专 一 性 。 胰 DNase I . 黑 曲霉 核酸 酶 
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(nuclease S, )》、 胸 腺 和 脾脏 DNase Il 、 微 球菌 核酸 酶 (micrococcus nu- 
clease,MIJ) 等 对 碱 基 选 择 性 不 高 ,不 过 DNaseT Si 的 作用 会 游离 出 
5 -磷酸 窒 ( 或 单 ) 核 苷 酸 而 DNase H 、MN 切断 位 置 不 同 , 会 产生 3 
磷酸 宅 ( 或 单 ) 核 苷 酸 。 

在 细菌 中 存在 一 类 能 严格 识别 DNA 特定 核 苷 酸 顺 序 的 限制 性 
内 切 核 酸 酶 , 它 能 在 特定 顺序 处 切 开 核 昔 酸 间 的 键 使 DNA 产生 双 
链 裂口 , 进而 由 DNase 水 解 。 这 类 酶 在 体内 的 功能 是 分 解 外 源 
DNA, 它 对 维护 DNA 在 生物 体内 正常 新 陈 人 代谢、 分 子 生物 学 研究 和 
基因 工程 应 用 发 挥 着 极为 重要 的 作用 。 

男 有 一 些 对 DNA 和 RNA 都 能 起 水 解 作 用 ,而 专 一 性 较 低 的 磷 
版 二 酯 酶 ,这 类 能 从 DNA 和 RNA( 或 其 低级 多 核 苷 酸 ) 链 的 一 端 逐 
个 水 解 产 生 单 核 苷 酸 , 所 以 称 作 核酸 外 切 酶 ,有 从 3 -羟基 端 逐 个 切 
F 5'-29⁄É S 120) 3 -末端 外 切 酶 ,如 蛇毒 灵 酸 二 酯 酶 ;还 有 从 5 -5 35 
端 逐 个 切 下 3 - 核 车 酸 的 5 -末端 外 切 酶 ,如 脾 磷 酸 二 酯 酶 。 

通常 ,细胞 内 RNA 的 代谢 较 活 牙 , 而 DNA 可 能 被 甲 基 化 保护 
而 较 稳 定 ,但 细胞 内 DNase 含量 丰富 ,估计 以 分 解 外 源 DNA 为 其 主 
要 功能 。 

核酸 的 水 解 产物 各 种 单 核 苷 酸 在 细胞 内 由 碎 酸 单 酯 酶 类 的 核 苷 
酸 酶 水 解 成 为 核 芷 和 磷酸 。 其 中 非 专 一 性 的 磷酸 单 酯 酶 能 水 解 一 切 
核 苷 酸 ,高 专 一 性 的 核 昔 酸 酶 有 分 别 只 能 作用 于 5 -2⁄ WR l 3“- 核 
昔 酸 两 种 。 

核 昔 的 进一步 分 解 过 程 及 其 产物 在 各 种 动物 体内 略 有 不 同 。 通 
常 , 核 音 酶 有 两 种 一 一 水 解 酶 型 和 磷酸 化 酶 型 。 一 般 地 说 , 核 苷 经 核 
苷 酶 催化 分 解 为 碱 基 和 核糖 。 


EE 4 H + H,O 


连 啶 十 核 精 
upam H po - 蕊 世相 队 化 孜 , 顺 险 + 工 磷 酸 核 精 


1- 磷 酸 核 糖 能 转变 为 5- 磷 酸 核糖 ,机 体 中 过 剩 的 量 还 可 进一步 
分 解 代谢 。 
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9.2.2 工 叭 核 背 酸 的 生物 合成 

通常 ,动物 P 32 sk k SE 1⁄8 Bb F) Sr & pR, & FEA W #l 5 Wë 2 Tr 
酸 。 在 细胞 内 合成 的 基本 途径 有 两 类 :一 类 是 “从头 合成 "途径 , 核 背 
酸 是 由 氨基 酸 .CO,、NHs 和 核糖 磷酸 等 化 合 物 合成 的 。 另 一 类 是 称 
作 转 变 途 径 或 补救 途径 , 它 是 以 核酸 分 解 产 生 的 碱 基 和 核 苷 为 原料 ， 
通过 各 种 不 同 的 转变 路 线 完 成 合成 。 碱 基 和 核 苷 可 以 是 内 源 或 外 源 
的 。 在 细菌 .植物 和 动物 细胞 内 常 以 核酸 分 解 得 到 的 为 主要 来 源 。 
在 遗传 原因 .疾病 药物 .毒物 甚至 生理 紧张 或 失调 都 能 引起 从 头 合 
成 核 车 酸 途径 中 某 些 酶 失 活 或 缺乏 ,致使 从 头 合 成 核 戎 酸 不 能 满足 
细胞 生长 的 需要 。 此 时 补救 途径 将 成 为 维持 生命 所 必需 。 

使 用 同位 素 标 记 的 各 种 营养 物 咀 例子 等 车 养 实验 ,进行 体内 转 
化 同位 素 标 记 跟 踪 结 果 表 明 , 味 叭 环 酸 的 碳 4、 碘 5 和 所 7 来 自 甘 氨 
酸 ,甲酸 (一 碳 基 ) 是 其 碳 2 和 碳 8 的 来 源 ,碳酸 氧 赴 (或 CO, ) 是 碳 6 
的 来 源 , 氨 1 来 自 天 冬 毛 酸 的 氨基 和 气 , 氮 3 和 所 9 来 自 谷 氨 栈 胺 的 酸 
膀 氛 ,参见 图 9-1。 后 两 者 的 氮 常 与 细胞 内 NH, 的 相 混 还 不 能 用 完 
整 细胞 或 机 体 进行 营养 实验 来 证 实 。 


《一 ) 叮 叭 核 苷 酸 从 头 合成 途 


Greenberg 等 在 50 年 代 已 基本 
sa 弄 清 从 头 合成 嘎 吟 的 途径 ,此 途径 
gl hasa. ` 2 是 在 核糖 -5- 磷 酸 的 1 号 位 碳 原 子 
上 逐步 加 成 上 述 碳 氮 前 体 物 质 而 
得 次 黄 嗓 吟 核 苷 酸 的 ,然后 再 转变 为 腺 芳 酸 和 鸟 苷 酸 ,具体 步骤 如 
T: 
(1 次 黄 苷 酸 的 合成 | 
(A) 从 5-WR22 88 4E BENER IH Z: , ZE PI ATP 和 核糖 -5- 磷 酸 在 殉 
ñB 35 Ep E 5k BSTE FI F z y 3: pRB9 , Bl 
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A wear wa. —ssuy n... t... (m... ÑW. Á... t 


_ | 
2-O,POCH;CHCH(OH)CH(OH)CH(OH) + ATP Me” 


下 | | 
2>-O,POCH;,CHCH(OH)CH(OH)CHOP;(Z2 + AMP 
5- 磷 酸 核糖 焦 磷酸 (PRPP) 


〈(B)5S- 磷 酸 核 糖 焦 磷酸 通过 磷酸 核糖 焦 酸 酰 驼 基 转 移 酶 催化 ， 
可 与 谷 氨 酰 胺 反应 生成 5- 磷酸 核糖 胺 、 谷 氨 酸 和 无 机 焦 磷 酸 (PPi)， 
即 
PRPP+ “OOOCH(NH2)(CH2)zC(=O)INEbi + HzD_EREP 陕 乃 基 竺 移 降 、 
谷 氨 酰胺 


”CsPOCHCHCH(OH)CHI(OH)CNR2H + PPi+- OOCCH(NH;)(CH;);CO0O 
5- 磷 酸 核糖 胶 谷 氨 酸 
在 此 反应 过 程 中 a- 构 型 核糖 化 合 物 转变 为 8- 构 型 。 
(C) 酰 胺 的 生成 是 由 磷酸 核糖 甘 氨 酰 胺 合成 酶 催化 , 5- 磷酸 核糖 
胺 在 ATP 参与 下 和 甘氨酸 反应 完成 的 ,及 应 产物 是 5 -磷酸 核糖 甘 
氨 耳 胺 .ADP 和 Pi, ED 


Í š | 
> O,POCH,CHCH(OH)CH(OH)C(NH;)H + I*NCH,;COOH + ATP — 
5-8 R015 398 t 甘氨酸 


| . 
2-O,POCH,CHCH(OH)CH(OH)C([(NHC( = O}CHy NH IH + ADP + Pi 
5 -磷酸 核糖 甘 酰 胶 
人 Dp) 甲 酰基 转移 生成 5 -磷酸 核糖 -N- 甲 酰 甘 氨 酰 胺 的 反应 是 通 
过 磷酸 核糖 甘 氨 栈 腕 甲 酰 基 转 移 酶 催化 ,引起 甲 栈 基 供 体 NŠ, NO. 
四 和 氧 叶酸 转移 甲 酰基 给 5 -磷酸 核糖 甘氨酸 胺 ,形成 了 嗓 叭 环 骨 加 的 
4.5.7.8.9 位 顺序 , 即 


5 -磷酸 核糖 甘 氨 酰 腕 (R 代表 核糖 ) 
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多 RNHC( =Q)CHy;NHCHO+ 四 所 叶酸 +H+ 
5 -磷酸 核糖 -N- 甲 酰 鞭 氨 酰 胺 
(E)H ATP 提供 自由 能 作 化 学 功 和 磷酸 甲 酰 甘泉 胀 合成 酶 催 
化 下 , 自 谷 氨 栈 胺 的 酰胺 基 引 人 和 氮 原 子 于 3 号 位 ,反应 产物 为 5 - 磷 
酸 核糖 -N- 甲 酰 甘 氨 味 ,中 


5 -磷酸 -N- 甲 酰 甘氨酸 腕 谷 氨 栈 酸 
—@RNHC;( = NH): CHENHCHO+ (一 OOCCHNEH(CH) COOH+ ADP + Pi 
5 -磷酸 核糖 -N- 甲 酰 甘 氨 胀 谷 氨 酸 


(F)ATP 脱 去 -磷酸 而 提供 能 量 , 在 磷酸 核糖 氨基 味 唑 合成 酶 催 
化 下 促进 闭环 反应 , 即 
@RNHC( = NH)CH,NHCHO+ ATP— 
SS A01SE N-II Nt H 35 ik 


| 
@RNC(NH; )—CHN==-CH + ADP + Pi 
5 -磷酸 核糖 -5- 氨 基 咪 只 | 
(GG) 在 磷酸 核糖 氨基 号 唑 凑 化 酶 作用 下 ,5 -BEB2 2 54 -5-3% 3 WW 
唑 可 与 CO, 反应 而 引入 嗓 哈 环 第 6 位 碳 原 子 ,生成 5'- 玖 酸 核 糖 -5- 
氨基 -4- 羧 酸 国 只 , 部 


一 一 一 一 
@RÑNC(NIH,)—CHN—CH +CO _ 
5 SRB 3885-3335 pk 


J 
BRNC(NH; >=>=C(COOH)N==CH 
5 -磷酸 核糖 -5- 氨 基 -4- 羧 酸 咪 只 
(H)# ATP 参与 了 ,通过 磷酸 核糖 氨基 咪唑 琥珀 酸 甲 和 酰胺 合成 
酶 众 化 ,上 述 生 成 物 进 一 步 与 天 冬 氮 酸 反应 而 合成 5 -磷酸 核糖 -5- 
氨基 -4-(N- 焉 珀 酸 甲 酰胺 ) 屿 只 ,其 反应 式 如 下 : | 


人 | 
@RNC(NH;)=C(COO!` )N—CH +! "O00CHyCH(NE, ;OOO + ATP — 


DT 
@RNC(NH; )==C[C( = O)NHCH(COOT )CH;COO!: JN—CH + ADP + Pi 
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(DD) 产物 进一步 经 腺 苷 酸 裂 解 酶 催化 而 脱 去 延 胡 索 职 ,其 反应 式 
如 下 : | 


| 
BRNC(NH; CC( = O}NHCH(COOT )CH,.COO! IN—CH 一 


一 一 一 一 一 一 一 一 一 
@RNC(NH, ) 一 CIC( = ss +! OOCCH==CHCO0O!- 
5 -磷酸 核糖 -5- 氨 基 -4- 申 酰胺 味 唑 延 胡 索 酸 
(J) H B$ 5232 WE 23 3 pk k FR Ek k FR Ft 3 52%: £$ Biš fE F 30 Hi Rt 3 ##t 
体 N'9 HB BEDu Sl ni 8818 DEKH Nt 3E EH p p PEH. F 38 2 号 位 (也 是 接 
入 将 形成 嘿 蛤 环 上 最 后 的 ) 碳 原子 , 即 


@RNC(NH:CHO: )=C[C( = O)NH; ]N 一 CH + 四 所 叶酸 
《K) 第 (J) 步 反应 产物 5 -万 酸 核 糖 -5- 甲 酰胺 基 -4- 氨 甲 酰 哑 唑 在 
次 黄 苷 酸 环 水 解 酶 催化 下 进行 脱水 环 化 反应 ,形成 次 黄 苷 酸 (TMP ) ， 
BH 


BRNO~C[C( = O) :NHCH:=-N]N=CH 
NE 
次 黄 背 酸 {IMP) 

以 上 许多 反应 步骤 中 都 需要 ATP 参与 反应 偶 联 ,提供 能 量 作 功 。 可 
以 认为 ,ATP 物质 在 生物 体 合成 代谢 中 具有 极其 重要 的 地 位 。 

(2) 腺 ( 嘿 叭 核 ) 背 酸 (AMP) 的 合成 

腺 茸 酸 是 以 次 黄 车 酸 为 前 体 ,在 GTP 存在 下 ,与 天 冬 毛 酸 由 腺 
苷 酸 殖 班 酸 合成 酶 催化 合成 中 间 产 物 腺 苷 酸 琥珀 酸 , 随后 就 在 腺 苷 
K BË yB 2 39 fst N fj fE fk; F , y 8 pR. ia H: R Al 36 48 s< 88 ( P|: T W — 
酸 ), 其 过 程 可 表达 为 


| 
PRNO=C[C( = O)NHCH=-N JN=CH + HOOCCH;,CH(NH, )COOH+ GTP 
DS ESPORA 
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天 冬 握 酸 


IMP 
I miu pierorpupminpaapopu 
pP P SRNC—CIC[NHCH(COOH)CH+COOH)J NHCH—N|N—CH 一 一 
J fr 82 pe sa B8 
QPSRNO=C[C(NH,)=NCH-=-N)]N—CH + HOOCCH—HCCOOH 
Le | 
AMP F T H —BË 
上 述 GTP-*GDP+ Pi 偶 联 反应 所 提供 能 量 推动 了 AMP 合成 的 进 
和 


(3) 鸟 蔡 酸 (GMP) 的 合成 
乌 { 果 叭 核 ) 苷 酸 的 合成 是 IMP 在 IMP 脱 氢 酶 催化 下 , 先 将 第 2 


位 碳 氧 化 为 >0 一 0O 而 生成 黄 苷 酸 (XMP) ,随后 再 经 GMP 合成 酶 
作用 ,使 氨基 化 而 形 成 急 背 酸 (GMP) ,此 反应 过 程 如 下 : 


| 
@RNO=—=C[C(=O)NHCH=N)JN=CH + NAD+ HhO 一 一 
J 


IMP 


@RNOC==-C[C(=O)NHC(—0O)=NHJN=CH + NADH + H` 
| 


XMP 
a | 
@RNÚ—C[C(=O)NHC(—O)NH]N—CH + ATP + 谷 氨 栈 及 一 -> 
[| 


[| 
@RNC—C(C(=-O)NHC(NH,)—NJN=—CH + AMP + PPi + 谷 氨 酸 
人 


GMP 
《二 ) 嘻 叭 核 苷 酸 合成 的 补救 途径 
合成 嗓 叭 核 苷 酸 的 补救 途径 , 即 是 利用 核酸 的 分 解 产 物 嗓 叭 碱 
或 奋 叭 核 昔 等 坚 叭 衍生 物 进行 重新 合成 。 肝 脏 中 有 腺 吴 叭 磷酸 核糖 
基 转 移 酶 , 它 可 催化 游离 的 腺 嗓 叭 碱 基 直接 和 5- 磷 酸 核糖 焦 磷 酸 


(PRPP) 反 应 合成 腺 苷 -5 -磷酸 。 
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WS + PRPP~ 腺 苷 -和 -磷酸 + PPi 
肝脏 中 还 有 次 黄 嗓 岭 (或 鸟 吸 叭 ) 磷 酸 核糖 基 转 移 酶 , 它 能 催化 
次 黄 嗓 叭 或 鸟 叮 叭 与 PRPP 合成 次 黄 苷 -$ -磷酸 或 乌 共 -5 -磷酸 。 
次 黄 呀 哈 + PRPP-> 次 黄 苷 -5 -PSBS + PPi 
És DEDI + PRPP — 5 #-5 -磷酸 + PP 
上 述 生物 合成 过 程 所 释放 的 焦 磷 酸 很 快 被 焦 磷 酸 酶 催化 而 水 解 。 
其 它 有 关 游 离 坚 叭 碱 基 转 化 为 核 些 和 核 苷 转变 成 核 车 酸 的 补救 
途径 有 : 
《1) 野 叭 核 苷 磷酸 化 酶 催化 嗓 叭 核 苷 的 生成 ,例如 : 
次 黄 唆 叭 + 核糖 -1- 磷 酸 一 次 黄 革 + Pi 
S DE + 核糖 -1- 磷 酸 一 鸟 苷 + Pi 
(2) 核 苷 转变 成 核 苷 酸 类 型 的 反应 ,例如 : 


Mgr + ATP L. 腺 上 背 -5 -SSES + ADP 

9.2.3 喀 啶 核 苷 酸 的 生物 合成 

应 用 同位 率 标 记 的 各 种 化 合 物 进行 体内 转化 实验 表明 , 喀 啶 环 
上 的 碳 和 和 氮 原 子 是 分 别 由 NHs .CO。 和 天 冬 氨 酸 提供 的 , 见 图 9-2。 

(一 ) 从 头 合成 喀 喧 核 背 酸 

实验 表明 , 喀 喧 核 音 酸 的 从 头 合成 可 m 
概括 为 4 Br 5 Br a ham U Mee 一 
环 的 6-We 3 PR 86 pt , 2 Et Sç BE BJ rh iB] (r | Ke 
物 , 通 称 乳 清 酸 ;随后 阶段 是 形成 乳 清 酸 e: 
核 苷 酸 ;第 三 阶段 再 转化 为 尿 哮 了 喧 核 苷 图 9.2 xk&uzE E£ 
酸 ; 最 后 进一步 转化 为 其 它 核 苷 酸 。 原子 的 来 源 

(1) 乳 清 酸 的 形成 分 4 步 反 应 完成 : 

(A) 首 先 由 NHs( 或 谷 氨 酰 胺 } 和 CO, 在 2ATP—2ADP KX WB 
联 及 自由 能 供应 下 ,由 氨基 甲 配 磷酸 合成 酶 众 化 而 形成 氨 甲 酰 磷 酸 
(H,NC( =O)O@)), 

(B) 氨 甲 酰 磷酸 在 天 冬 氨 酸 转 氨 甲 酰 酶 催化 下 ,与 L- 天 冬 氨 酸 
反应 , 脱 去 磷酸 基 团 (Pi) ,合成 气 甲 酰 天 冬 氨 酸 [HINCL(=O)NHCH 
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天 
< 
= 
酸 


(COOH)CH;C( =O)OH), 
(C) 氨 甲 酰 天 冬 氨 酸 在 一 氨 乳 清 酸 酶 作用 下 脱 H,O 环 化 ,形成 


| 
二 和 氨 乳 清 酸 HNC( = O)NHC( = O)CH,CH(COOH) 。 
(D) 二 氧 乳 清 酸 脱 氨 酶 (是 一 种 黄 素 蛋白 ) 催 化 脱毛 ( -2H) ,将 


二 氧 乳 清 酸 转化 为 乳 清 酸 HNC( = O)NHC( = O)CH = CCOOH 。 
(2) 弛 清 核 苷 酸 的 形成 是 由 乳 清 核 苷 酸 焦 磷酸 化 酶 催化 ,通过 
5 -磷酸 核糖 售 磷酸 (PRPP) 提 供 核 糖 磷 酸 而 完成 反应 的 。 


| | 
HNC( = O)NHC( = O)CH==CCOOH + PRPP — 
12 3 4 5 6 
[| 
@RNC( = O)NHC( = O)CH—CCOOH + PEi 
SL 381 T 82 


(3) 尿 喀 喧 核 音 酸 的 生成 是 通过 乳 清 核 音 酸 脱羧 酶 作用 ,催化 乳 
消 核 苷 酸 陪 去 羧基 而 转化 成 的 , 即 


[va el 
@RNC( = O)NHC( = O)CH=CCOOH —— 


@RNC( = O)NHC( = O)CH==CH + CO, 


原音 酸 
(4) 转 化 其 它 核 苷 酸 的 过 程 除 了 酶 俱 化 外 , 尚 需 ATP 参与 提供 
磷酸 基 团 及 释放 自由 能 作 化 学 功 。 


UMP + ATP F HRK, SP Q 


st RS 
UDP+ ATP -车 二 一 确 酸 激 麻 ，OOORNC( = O)NHC( = O)CH—CH + ADP 
KH = B8B8&( UTP) 
CTP 合成 酶 | : a 
在 细 阔 UTP 下 AT 四 四 四 RNCC O)N—=C(NH, )CH—-CH + ADP + P 
ko 胞 ( 喀 喧 核 ) 背 三 磷酸 (CTP) 
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P _ CTP RA _ N. f 
在 动物 中 UTP + PA +ATp—— —Fcrpe+ 人 ADP + Pi 
Gln) Glu) 


(二 ) 喀 啶 核 苷 酸 生物 合成 的 补救 途径 
喀 蛇 核 苷 酸 和 味 叭 核 苷 酸 类 似 , 也 可 从 已 有 的 喀 啶 碱 基 或 喀 啶 
核 背 通过 补救 途径 合成 。 
屎 喀 啶 由 尿 喀 啶 磷酸 核 精 基 转 移 酶 催化 ,在 动物 及 微生物 细胞 
中 和 PRPP 反应 生成 UMP ,而 胞 喀 啶 不 是 该 酶 的 底 物 。 
屎 喀 院 + PRPP—> K tF-5 -8$B + PPi 
另 - 一 条 补救 途径 是 尿 喀 叶 和 1- 磷酸 核 糖 在 尿 苷 磷酸 化 酶 作用 下 合 
成 尿 苷 ,再 进一步 在 ATP 参与 下 经 尿 苷 磷酸 激酶 和 Me2 的 作用 ， 
可 以 生成 尿 苷 酸 ,或 者 直接 从 尿 苷 由 激酶 和 Mg” 作用 ,ATP 参与 反 
应 也 能 得 到 尿 苷 {-5- 磷 ) 酸 ,反应 式 如 下 ; 
+ ATP. 
尿 喀 喀 十 Maa SBS YEIT UGAL 
直接 从 尿 苷 由 激酶 催化 转化 为 尿 苷 酸 的 反应 还 可 适用 于 胞 苷 为 底 
物 ,但 对 于 次 黄 苷 是 不 适用 的 。 
根据 上 述 反应 过 程 ,可 概括 为 两 条 补救 途径 : 


碱 基 + 1- 焦 太 酸 -5- 磷 酸 核糖 大大 专人 > 核 彰 酸 + 焦 磷 酸 


+ ATP 
SLR pramt P'U wirmmww U AO 


9.2.4 Bh S141⁄2-+rB J Ep Pk 

R 383 tr Fë J EJ 6 pR i GE Eu ph4yyphiz rB (CPA. 
3 -# 82 , l 4 52 IPK T BR) 2 Wi K , 8 pr PER 38 BS TE RI 21|2E p+ 
应 的 核糖 核 苷 二 磷酸 ,随后 在 核糖 核 苷 酸 还 原 酶 系 催化 下 还 原 , 在 核 
88 2 号 位 碳 上 脱氧 ,生成 相应 的 脱氧 核 苷 酸 ,反应 概括 如 下 : 

NMP+ ATP 一 :NDP+ ADP 
NDP + NADPH+ H* ==¿4NDP + NADP* 
ATP 的 参与 为 上 述 反 应 提供 磷酸 基 团 和 能 量 。NADPH 的 参与 是 让 
核糖 核 苷 酸 还 原 酶 系 中 氧化 型 硫 氧化 还 原 蛋 白 焦 复 还 原型 ,以 利于 
- 476 ` 


TY 
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再 还 原 NDP。 

图 9-3 显示 了 在 真 核 生 物 与 原核 生物 中 发 现 的 核糖 核 苷 酸 还 原 
酶 系 作用 机 制 (以 大 肠 杆 落 中 核 苷 二 磅 酸 还 原 酶 催化 反应 为 例 )。 该 
还 原 酶 系 由 4 种 蛋白 组 成 , 即 作为 还 原 剂 的 还 原型 硫 和 氧 还 蛋白 或 氧 
化 型 硫 氧 还 蛋白 、 硫 氧 还 蛋白 还 原 酶 ,蛋白 质 B, 和 B,。 其 中 还 原型 
硫 氧 还 蛋白 是 含 108 个 氨基 酸 残 莽 的 多 肽 ,其 活性 基 团 是 两 个 半 腕 
氧 基 酸 残 基 , 可 被 氧化 成 胱 氨 酸 。 和 氧化 型 硫 氧 还 蛋白 在 硫 氧 还 蛋白 
还 原 酶 的 作用 下 仍 可 被 NADPH 还 原 ; 硫 氧 还 蛋白 还 原 酶 是 一 种 以 
FAD 为 辅 基 的 黄 素 蛋白 ;蛋白 质 B, 和 B, 为 核糖 核 背 酸 还 原 酶 ( 属 
别 构 酶 ) 的 两 个 亚 基 ,Bi 为 这 种 别 构 酶 的 调节 亚 基 。 


, 5 wi 1 .M 十 之 
p m — 核糖 核 作 双 还原 酶 ,Mg U sami Ir SM 


还 原型 ”SH 
YO N lZ sp 化 型 ， AS 
| 1 


NADP' NADPH+H: 
$, *( M: SE F 3 Y88 


图 9-3 脱氧 核 苷 酸 的 生物 合成 


动物 组 织 高 等 植 特 和 肿瘤 细胞 和 中 的 核糖 核 苷 酸 还 诛 酶 和 大 肠 
杆菌 中 的 类 似 ,也 以 核 苷 二 殉 酸 为 底 物 , 仍 以 硫 氧 还 蛋白 为 还 原 剂 。 
但 许多 原核 细胞 (如 强酸 杆菌 、 枯 草 杆菌 等 ) 中 的 NDP 还 晨 酶 是 以 核 
车 三 磷酸 为 底 物 ,还 原 剂 是 含 维生素 Bl; 的 一 种 辅酶 。 

胸腺 喀 啶 脱氧 核 苷 酸 的 生物 合成 是 通过 脱氧 尿 苷 酸 在 喀 啶 环 第 
5 碳 上 进行 甲 基 化 (一 CH 取代 H) 而 转化 的 。 这 转化 反应 是 由 
dTMP 合成 酶 催化 ,而 N5 NI0 亚 甲 基 - 四 氨 时 酸 (N5 , NI9_CH;,-FH,) 
是 甲 基 供 体 , 生 成 物 为 胸 音 酸 (dTMP) 和 二 氢 叶 酸 (FH2)。 二 氢 叶 酸 
在 二 氢 叶 酸 还 原 酶 催化 下 ,可 与 NADPH 反应 而 得 筑 后 还 厌 为 四 和 氢 
叶酸 (FH4s) ,随后 经 丝氨酸 羟 甲 基 转 移 往 催化 生成 ,NICEFL- 
FH, ,可 参见 图 9-4。 
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dTMP PLA 


s = JS 
PRNC(=OINHC(=OCH=CH EMRNC=0) NHC{=O) CCHa} =CH 
dUMP / S dTMP 


N° .Ni - CH, — FH 


L NADPH +H+ 
zz = BË FH. 


ADP+ 


图 9.4 drMP 的 生物 合成 
(dR 代表 脱氧 核 精 ) 


还 有 一 种 低 专 一 性 的 核 苷 二 磷酸 激酶 能 催化 核糖 核 苷 酸 (NDP) 
与 版 氧 核糖 核 背 酸 (dYTP) 间 的 互 变 。 
NDP + dYDP 一 dNDP+YDP 
胸腺 喀 喧 转变 成 相应 核 苷 酸 的 反应 含有 两 个 步骤 ,首先 是 胸 苷 
磷酸 化 酶 催化 胸腺 喀 啶 转化 为 胸 蔡 。 
胸腺 路 啶 + Rš 372 98-1-pSE2-— F + Pi 
B8 JS H J 88 Ro diE Tr Sr Hk FR, 
` 胸 苷 +ATP 一 ~dTMP+ ADP 
这 是 一 种 合成 dTMP 的 补救 途径 , 脱 气 核糖 -1- 磷 酸 往往 可 从 其 它 脱 
氧 核 医 经 磷酸 和 解 作用 而 产生 。 
透气 核 苷 + Pi 一 = 脱氧 核糖 -1- 磷 酸 + 碱 基 
利用 土 述 反应 参 人 标记 胸腺 喀 啶 或 标记 胸 苷 于 合成 DNA 的 实验 
中 ,可 作为 鉴定 技 措 。 
9.2.5 单 核 痛 酸 生物 转化 为 核 苷 三 磷酸 
核 苷 -磷酸 需 先 转化 为 相应 的 核 苷 三 磷酸 后 , 才 再 参与 RNA 或 
DNA 的 合成 ,而 不 是 直接 参与 核酸 的 生物 合成 。 在 核 董 -磷酸 转化 
为 相应 的 核 苷 三 磷酸 反应 中 要 经 过 转化 成 核 车 二 磷酸 的 中 间 过 程 。 
此 中 间 过 程 是 由 相应 的 激酶 催化 ,这 些 激酶 对 碱 基 具 有 专 一 性 而 对 
其 底 物 含 核糖 或 脱毛 核糖 无 特异 性 , 现 举例 如 下 : 


AMP( 或 dAMP) + ATP (EUR TERIN 


概括 上 述 类 型 的 反应 通 式 为 
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ADP( 或 JADP) + ADP 


NMP( 或 dNMP) + ATP BSI NDP( zk dNDP) + ADP 


E SSE HH 55 —#FhXT9k 3 TI 8 Sar q t — PERU W MS E 4k, 
从 而 转化 成 核 苷 三 磷酸 的 。 三 磷酸 中 硫酸 供 体 是 ATP, 并 由 它 转移 
活化 自由 能 ,促进 该 反应 的 进程 。 

NDP{ 或 dNDP) + ATP 一 >NTP( 或 dNTP)+ ADP 

9.2.6 ” 核 萌 酸 生物 合成 的 抒 制 剂 

嘎 哈 核 背 酸 或 喀 啶 核 昔 酸 的 合成 除了 都 受 相应 核 苷 酸 产物 的 反 
人 饥 调 节 外 ,也 受 某 些 抗 代 谢 类 似 物 的 抑制 。 由 于 抑制 核 苷 酸 生 成 便 
能 直接 导致 阻止 核酸 的 合成 ,于 是 努力 研究 和 开发 一 些 适 宜 的 肿瘤 
治疗 药物 和 免疫 拙 制剂 等 抗 代谢 物 已 是 当今 世界 范围 的 重要 课题 。 

现在 ,人 们 已 常用 控制 胸 苷 酸 合成 的 方法 来 抑制 DNA 合成 和 
快速 增殖 的 肿瘤 细胞 的 生长 。 例 如 , 氟 化 脱 氧 尿 苷 酸 ( 可 从 投 人 人体 
的 氟 化 尿 喀 啶 或 氟 化 脱 氧 尿 苷 ,经 补救 途径 生成 ), 是 可 以 抑制 胸 苷 
酸 合成 酶 活性 的 搜 制 剂 ,适量 的 氮 甲 蝶 哈 或 氨基 蝶 叭 可 完全 抑制 二 
所 叶酸 还 原 酶 的 催化 活性 。 它 们 的 抑制 机 制 大 概 能 与 酶 生成 共 价 化 
侣 物 , 掩 盖 了 酶 上 催化 活性 基 团 结构 而 使 酶 钝 化 。 

抑制 剂 大 体 上 可 分 为 3 种 类 型 : (1) 碱 基 类 似 衍生 物 , 如 6- 莹 基 
嘎 吟 (6MP) , 6-3 i ( 6CP ) 8-8. ZË S EE W ( SAG). 6-8 f: IS e 
(6TG) .5- 氟 喀 啶 (SFU) 和 5- 硕 尿 喀 啶 (SIU) 等 ,其 中 6MP、SFU 等 
已 用 于 临床 作为 抗 种 兽药 物 ,5IU 等 用 作 抗 病毒 药物 ;{2) 嗓 吟 和 喀 
啶 核 苷 酸 合成 过 程 中 ,作为 提供 一 NH: 的 重要 前 体 物质 如 Gln 等 的 
类 似 物 ,例如 重 氮 乙酰 丝 氮 酸 (azaserine) .6- 重 氨 -5- 氧 正 亮 氨 酸 (6- 
diazo-5-oxo-L-norleucine) 等 ,在 结构 上 与 Gln 有 相似 之 处 ,也 能 干扰 
核 芋 酸 合 成 ,可 用 作 抗 菌 素 , 也 有 人 企图 用 于 抗 肿瘤 。 还 有 次 黄 至 叭 
与 腺 兰 叭 合成 过 程 中 提供 一 NH2 的 Asp 之 类 似 物 N -N Rë: H =< 
酸 (hadacidin ,羽田 杀菌 素 ) 也 能 抑制 味 叭 核 苷 酸 合成 ,就 有 可 能 被 用 
作 抗 瘤 药 物 ;(3) 由 于 转 一 碳 基 {( 转 甲 醋 基 ) 是 核 苷 酸 合 成 途径 中 关键 
步骤 ,叶酸 类 似 物 氨基 只 叭 对 氨基 葵 磺 酰胺 能 抑制 菌 体 内 和 肿瘤 网 
胞 内 的 核 苷 酸 合成 ,因而 有 可 能 被 用 于 抗菌 抗 瘤 。 它 们 的 结构 对 比 
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9.3 DNA 的 复制 


DNA 是 生物 遗传 信息 的 载体 。 在 DNA 中 特定 的 核 苷 酸 顺序 决 
定 了 生物 体 的 遗传 特征 ,并 通过 自我 复制 ,生长 出 完全 相同 的 分 子 ， 
从 而 将 遗传 信息 从 亲 代 传 递 到 子 代 。 

4 480 . 


9.3.1 DNA 的 半 保 留 复制 方式 

Watson 和 Cricke 根据 DNA 是 按照 G-C.A-T 碱 基 配对 原则 、 由 
两 条 互补 的 多 核 苷 酸 链 组 成 的 双 螺 旋 结 构 模 型 ,又 认为 DNA 的 复 
制 方式 是 一 种 半 保 留 复制 。 因 为 DNA 组 成 双 螺 旋 结 构 的 两 条 链 是 
对 应 互补 的 ,于 是 DNA 的 一 条 链 的 核 背 酸 排列 顺序 就 可 决定 与 它 
对 应 的 另 一 条 链 的 核 音 酸 排列 顺序 。 换 言 之 ,DNA 分 子 的 每 一 条 链 
都 包含 有 合成 与 其 对 应 互补 链 的 全 部 信息 。 他 们 推测 :DNA 复制 时 
先 将 双 螺 旋 结构 内 配对 碱 基 间 和 拨 键 断裂 ,使 两 条 链 分 开 , 然 后 每 条 链 
分 别 作为 模板 , 按 不 基 配 对 原则 通过 酶 促 反 应 合成 两 条 相应 互补 的 
DNA 新 链 。 这 两 个 新 形成 的 子 代 DNA 分 子 的 核 苷 酸 顺 序 与 亲 代 
DNA 完全 相同 ,而 每 一 个 子 代 DNA 分 子 中 都 有 一 条 链 来 自 亲 代 
DNA, 也 都 有 一 条 相应 互补 链 是 重新 合成 的 。 所 以 命名 为 半 保 留 复 
制 机 制 ( 见 图 9.5). 

- Meselson 种 Stahl + 1958 年 应 用 
同位 素 5N 为 氨 源 培养 基 , 率先 进行 
大 肠 杆 菌 生 长 过 程 中 DNA 合成 代谢 
跟踪 实验 ,证 实 了 DNA 的 半 保 留 复 
制 机 制 。 他 们 先 以 SN 为 氮 源 ( 即 含 
NEH4CD 的 培养 基 长 期 培养 大 肠 杆菌 ， 
另外 让 大 肠 杆菌 在 *N( 即 伟人 NH4CI) 
氨 源 的 普通 培养 基 中 生长 作为 对 照 ， 
然后 分 别 将 这 两 种 菌 的 DNA 分 离 出 
来 ,各 自 进行 氧化 钨 密度 实 度 离心 时 ， 
因为 用 每 分 钟 数 万 转 高 速 长 时 间 离 
心 , 会 使 离心 管内 的 氯 化 钨 溶液 ,在 离 
心 作用 与 扩散 作用 达到 平衡 时 ,形成 
了 管 底 液 面 逐渐 变 小 的 密度 梯度 ,于 
是 溶液 中 的 DNA 就 逐渐 聚集 在 与 氨 
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化 馅 密度 相同 的 位 置 处 形成 区 带 。 这 样 可 以 观察 到 密度 较 大 的 2N- 
DNA 区 带 近 管 底 ,而 密度 较 小 的 4NDNA 区 带 在 管内 近 液 面 ( 见 图 


9-6)。 由 DN: a Pl 


[*NIDNA LNJDNA 
《对照 ) 亲 代 第 二 
图 9-6 半 保 留 复 制 机 制 实 验 示 意 
(It SUN, ROS UN) 


如 果 将 大 肠 杆菌 先 在 SN 氨 源 培养 基 中 培养 和 繁殖 亲 代 ,然后 
再 将 细菌 移 人 普通 ”N 握 源 中 培养 , 发 现 经 过 一 代 后 所 形成 的 子 
DNA ,在 离心 时 其 区 带 位 置 处 于 前 两 者 (4N 和 LN 的 ) 之 间 。 这 现象 
说 明 第 一 代 子 DNA 是 一 链 为 !4N 的 和 一 链 为 SN 的 “ 杂 合 "分子 。 将 
“ 杂 合 "分子 加 热处理 后 可 分 为 4N 单 链 和 SN 单 链 也 能 证 实 “ 杂 合 ” 
分 子 是 4N{( 母 链 ) 和 SN 复制 链 的 双 螺 旋 结 构 。 当 移 人 1N 普通 培养 
基 经 第 二 代 后 ,形成 的 DNA 在 离心 时 区 带 将 分 布 在 4N 和 8N-SN 
两 个 位 置 上 ,实验 又 证 明 第 二 代 DNA 有 一 半分 子 为 4N 的 ,还 有 一 
半 为 8N-PN 杂 合 分 子 ( 见 图 9-6)。 第 三 代 后 MN 的 DNA 成 比例 地 
增加 。 这 种 半 保 留 复 制 方式 也 在 植物 动物 .病毒 以 及 其 它 组 菌 寺 生 
物 中 研究 后 得 到 了 实验 证 实 。 

DNA 半 保 留 复制 机 制 是 一 个 十 分 复杂 的 过 程 ,不 像 上 述 所 介绍 
的 那样 简单 , 它 涉及 多 种 蛋白 质 和 酶 的 参与 和 协同 作用 的 结果 ,该 机 
制 概括 地 说 有 和解 链 引 发 、 链 合成 与 延伸 和 终止 等 几 个 环节 。 这 种 机 
制 可 能 保证 了 生物 的 遗传 特性 稳定 地 传代 。 

9.3.2 DNA 的 解 链 和 引发 合成 启动 < 

具有 双 螺 旋 结 构 的 DNA , 在 复制 前 必须 先 解 开盘 绕 双 链 ,提供 
两 条 单 链 作 模 板 和 复制 的 起 始点 ,以 便 让 脱氧 核 苷 三 磷酸 能 够 分 别 
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进 人 两 链 中 进行 配对 合成 。 解 链 会 形成 叉 式 结构 的 复制 叉 , 于 是 解 
JF DNA 的 两 条 长 链 时 双 螺 旋 结 构 分 子 必须 绕 中 心 轴 旋 转 一 次 方 能 
把 十 对 核 音 酸 解 开 ,如 果 每 秒 钟 解 开 500 对 核 苷 酸 ,DNA 分 子 就 必 
须 每 秒 钟 旋转 50 次 ,这 样 旋 转 需要 消耗 大 量 自由 能 。 因 而 DNA 的 
解 链 需要 两 种 重 百 的 配合 作用 (参见 图 9-7 所 示 )。 一 种 是 需要 ATP 
参与 的 解 螺旋 酶 , 它 能 利用 水 解 ATP 的 能 量 解 开 DNA 双 链 。 这 类 
DNA 解 链 蛋白 大 部 分 解 链 方 问 是 $ 一 3 ,只 有 rep 蛋白 是 3->5 ,由 
+ DNA 的 复制 叉 两 条 母 链 的 方向 相反 , 解 链 时 常 需 要 此 两 者 分 别 
在 DNA 的 两 条 母 链 上 协同 作用 。 另 一 种 参与 解 链 的 蛋白 是 单 链 结 
合 蛋 日 (single-strand binding protein,SSB, 叉 称 解 链 和 蛋 扣 或 螺旋 降 稳 
焦 白 )。 它 具有 能 与 DNA 单 链 强 结合 的 特点 而 呈现 正 协同 效应 ,万 
其 在 原核 细胞 中 是 如 此 , 即 伴随 一 个 这 类 分 子 的 结合 能 迅速 地 扩大 
结合 范围 而 使 单 链 伸展 。 它 在 DNA 复制 中 显 出 协同 解 螺旋 酶 解 开 
DNA 双 链 和 保护 单 链 免 受 核酸 酶 降解 的 功能 。 


图 9-7 DNA 解 链 和 复制 启动 


双 螺 旋 结 构 的 DNA 往往 进一步 盘 绕 组 成 超 螺旋 (通常 为 负 超 
螺旋 或 更 高 级 结构 ), 当 DNA 分 子 局 部 解 开 时 ,将 会 使 复制 叉 前 方 
的 螺旋 进一步 扫 紧 产生 一 种 应 力 ,此 应 力 会 反 向 作用 阻碍 继续 解 旋 
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奸 复 制 延 伸 , 所 以 必须 释放 应 力 ,估计 可 能 有 两 种 办 法 ,一 是 上 述 厅 
提 及 的 让 DNA 分 子 绕 着 它 的 主轴 进行 旋转 ,将 超 螺旋 一 直 传 到 来 
端 ( 见 图 9 8 示意 )。 但 是 环 状 DNA 不 可 能 用 分 子 绕 螺旋 主轴 旋转 
方式 释放 应 力 。 另 一 种 办 法 是 在 DNA 分 子 双 螺 旋 结 构 中 一 条 链 断 
裂 成 切口 ,让 切 号 处 单 链 自由 旋转 , 由 超 螺 旋 变 为 松弛 态 ( 见 图 9-9 
示意 )。 拓 扑 异 构 酶 是 一 类 能 可 道 地 催化 DNA 分 子 内 琉 酸 二 酯 键 
断裂 造成 切 只 和 重新 接合 的 核酸 酶 ,是 复制 和 转录 中 极为 重要 的 一 
类 酶 。 它 能 促使 线性 DNA 分 子 , 环 状 DNA 分 子 . 单 链 或 双 链 DNA 
分 子 进行 拓扑 变换 ,包括 超 竟 旋 态 与 松弛 态 间 的 变换 ,但 不 改变 其 化 
学 组 成 与 结构 。 通 过 拓扑 异 构 酶 的 作用 ,可 使 复制 延伸 继续 下 去 ,还 
可 使 复制 的 两 组 DNA 间 不 会 再 缠绕 一 起 。 

DNA 双 链 的 解 开 而 形成 
模板 只 是 为 复制 提供 了 可 能 
的 条 件 , 但 DNA 在 模板 上 合 
成 还 需要 有 引物 , 担负 着 
DNA 链 合 成 的 DNA 聚合 酶 
只 能 俊 化 已 有 链 的 延长 反应 ， 
它 不 能 直接 引发 新 链 的 合成 。 
许多 实验 表明 ,DNA 复制 合 
成 的 引物 是 RNA, 即 DNA 复 
— s x 图 9.8 DNA 分 子 旋转 释放 起 螺旋 应 力 
RNA 引物 合成 的 引物 酶 ,直接 使 RNA 链 合 成 在 DNA 模板 上 ({ 见 图 
9_10)。 这 种 引物 酶 实际 上 是 RNA 聚合 酶 。 通 常 和 其 它 一 些 蛋 白质 
组 成 复合 体 ( 通 称 引 发 体 ), 参 加 DNA 的 复制 。 不同 来 源 的 引物 酶 
在 某 些 性 质 上 往往 有 所 不 同 , 例 如 噬菌体 M13 的 引物 酶 遇 利 福 平 
(rifampicin) 有 抑制 敏感 性 ,因而 在 利 福 平 存 在 下 DNA 合成 的 引发 
受阻 。 但 大 肠 守 菌 和 叭 菌 体 中 x 174 不 会 被 利 福 平抑 制 。 科 学 工作 
者 利用 了 利 福 平 对 叭 体 M13 引物 酶 的 抑制 实验 证 实 了 RNA 引物 是 
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(b) 
图 9.9 释放 超 螺 旋 应 力 的 {a) 切 口 方式 和 {b) 重 新 接合 过 程 
复制 DNA 所 必需 的 。RNA 引物 在 原核 细胞 中 链 长 约 50— 100 个 核 


苷 酸 ,在 真 核 生物 中 链 长 约 10 个 核 苷 酸 ,它们 都 处 在 DNA 片段 的 
5 - 端 。 


2 2. Sa 了 
2 > 
模板 i 一 P 2 Rep 
ee OH 
ES 
>  _ = 


图 9-10 DNA 模板 引物 引发 合成 模 形 DNA 聚 
合 酶 众 化 5 一 3 的 聚合 反应 


9.3.3 有 赔 换 核 背 链 的 合成 与 延伸 
(一 )DNA 链 合 成 过 程 中 的 聚合 酶 
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体外 实验 的 示 ,在 模板 DNA、 引 物 、 四 种 脱氧 核 并 三 磷酸 抵 物 和 
Mg (或 Mn) 存在 的 条 件 下 ,大 肠 杆菌 DNA 聚合 酶 能 催化 相应 
互补 的 脱氧 核 苷 三 磷酸 ,按照 模板 DNA 碱 基 顺 序 加 在 引物 的 3 -OH 
未 端 ,以 及 尔后 逐个 加 在 复制 DNA 链 的 3-OH 末端 ,促进 DNA 复 
制 链 延伸 ,合成 方向 都 是 5 一 3 ,同时 从 加 和 的 脱氧 核 苷 三 磷酸 上 释 
放 焦 磷酸 ,并 提供 复制 DNA 所 需 的 自由 能 。 没 有 引物 RNA 的 存在 
是 不 能 进行 DNA 链 的 合成 。 担 负 催 化 DNA 链 合成 的 DNA 聚合 酶 
已 发 现 广 泛 分 布 于 细菌 、 动 植物 等 各 种 生物 中 ,它们 的 作用 方式 和 要 
求 基本 相似 。 

在 大 胎 盾 万 中 已 先后 发 现 有 3 种 DNA 聚合 酶 ,分 别 命名 为 
DNA 聚合 酶 TI 、 葡 (缩写 为 DPI .DPI 和 TDP 下 )。 其 中 DPI 相 
对 分 子 质量 109000 是 单 肽 链 , 有 三 方面 活性 :中 在 DNA 模板 指导 
下 ,能 催化 dNTP 逐个 在 3 -OH 端 合成 而 加 入 DNA 链 ;名 在 没有 
dNTP 存在 时 ,能 催化 从 3 -OH 端 向 5 - 端 方向 水 解 DNA 链 而 释放 
5 - 单 核 苷 酸 , 具 有 3 一 5 外 切 酶 活力 , 它 能 识别 和 除去 不 配对 的 错 
接 核 背 酸 ; 念 还 有 3 一 3 外 切 酶 活性 ,也 以 产生 $ - 单 核 音 酸 为 主 。 
用 枯草 杆菌 蛋白 酶 处 理 所 得 的 祖 对 分 子 质量 为 76000 大 片段 ,具有 
前 两 方面 的 酶 活力 , 现 已 广泛 用 于 DNA 顺序 分 析 , 而 所 得 的 小 片段 
具有 5 ~>3 外 切 酶 活力 。DPI 的 相对 分 子 质量 约 120000, 只 具有 
DPI 前 两 方面 的 酶 活力 ,但 催化 DNA 合成 的 速率 很 低 。 从 DPI 或 
DPI 缺失 的 变异 株 的 实验 发 现 体 负 仍 能 正常 复制 DNA, 因 此 一 般 
认为 它们 不 是 大 肠 杆 菌 内 负责 DNA 复制 的 主要 酶 。DP 亚 活性 实验 
发 现 它 也 具有 DP 工 的 三 方面 酶 活性 ,催化 DNA 聚合 的 合成 转换 率 
极 高 , 达 60000 ,而 DP 了 缺失 的 变异 株 不 能 成 活 , 所 以 人 们 推测 它 很 
可 能 是 大 肠 杆 菌 体内 主要 的 DNA 复制 酶 。 

已 知 真 核 细胞 中 有 DP, .DP,.DP,.DP, 和 线粒体 DNA 聚合 酶 
(BPP) 等 5 种 类 型 的 DNA 聚合 酶 。 其 中 DP, 的 活性 最 高 ,含量 最 多 
的 可 能 是 DNA 复制 的 关键 酶 。DP， 在 细胞 内 活 为 较 恒定 ,估计 有 人 收 
复 功 能 。DP, 和 DP 很 相似 , 可 能 在 复制 启动 中 起 重要 作用 。 它 们 
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可 以 要 求 DNA 链 为 引物 ,催化 活力 很 高 。 但 这 4 种 DNA 8 6 BAB 
不 具有 外 切 酶 活力 ,而 DNA 聚合 酶 8 却 同时 具有 3 一 S 的 外 切 酶 活 
性 。 
(二 ) 不 连续 复制 方式 
因为 DNA 双 链 螺旋 结构 中 两 条 和 母 链 是 按 互补 原则 反 向 平行 

的 ,DNA 解 链 后 所 形成 的 复制 叉 中 一 条 母 链 是 5 - 端 走向 3- 端 ,而 
另 一 条 母 链 是 3- 端 走向 5’- 端 。 但 至 今 发 现 的 DNA 聚合 酶 都 以 5 - 
脱氧 核 苷 三 磷酸 为 底 物 ,只 能 众 化 DNA 链 从 5- 端 向 3- 端 方向 合 
成 。 于 是 提出 了 DNA 的 两 条 模板 链 如 何 能 同时 进行 复制 的 研究 课 
题 。 

1968 年 闪 崎 等 采用 ?H 脱氧 胸 逐 喀 辽 核 篆 三 磷酸 对 噬菌体 感染 
的 大 肠 杆菌 进行 标记 实验 研究 ,并 用 密度 梯度 离心 分 离 含 标记 的 
DNA ,发 现 短 时 间 内 最 初 合成 的 是 较 短 的 DNA 片段 ,分 布 于 8S— 
10S 范围 内 ,长 度 约 1000 个 核 背 酸 。 如 延长 标记 实验 时 间 可 得 到 长 
的 DNA 链 。 据 此 认为 在 DNA 复制 合成 时 至 少 有 一 条 链 是 以 不 连 
续 方 式 进 行 的 。 如 以 解 链 过 程 复制 叉 形 成 的 前 进 方向 为 标准 ,一 条 
模板 链 的 取向 是 3 一 ,在 这 条 链 上 ,DNA 合成 则 以 5 一 3’ 方 向 连 
续 进 行 ,此 链 称 为 前 导 链 。 另 一 条 模板 (5 一 3 取向) 链 上 DNA 也 是 
要 以 5 一 3 方向 合成 ,这 就 和 复制 叉 形 成 的 前 进 方向 相反 ,此 链 称 为 
后 随 链 。 随 着 复制 义 形成 的 延伸 ,后 随 链 上 将 合成 很 多 不 连续 的 
DNA 片段 ,人 们 将 处 崎 在 短 时 闻 进 行 标记 实验 得 到 的 DNA 片段 , 称 
网 崎 片段 。 这 些 片 段 可 通过 DNA 连接 酶 的 作用 再 连接 成 一 条 长 的 
成 熟 的 DNA 链 。 所 以 至 少 对 于 后 随 链 上 合成 DNA 链 是 以 不 连续 
方式 进行 的 ,对 于 两 条 母 链 上 DNA 合成 来 说 是 一 种 不 对 称 复制 ( 见 
图 9-11)。 哺 乳 动物 的 DNA 复制 起 始点 可 以 有 多 个 ,和 细菌 相 比 ， 
冈 崎 片段 就 会 小 而 多 个 。 

(= )DNA 链 的 切口 修复 与 DNA 连接 酶 

对 大 肠 杆 菌 的 研究 发 现 ,DNA 双 链 分 子 中 有 5 -磷酸 与 3 -OH 
切口 的 相 邻 片段 可 由 DNA 连接 酶 催化 形成 3 ,5'- 磷 酸 二 栈 键 而 过 
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后 随 链 模板 
图 9-11 不 对 称 复制 示意 


a ass: SER i HIC S a 


5---np .|r on 下 P、P---3 


DNA 连接 酶 
Mg?+ 
ATP AMP+ PP; 
或 
NAD+ NMN 二 AMP 


3 一 一 时 


, 
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图 9.12 DNA 连接 酶 的 作用 示意 
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未 合成 的 ë; 
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DNA-DNA.DNA-RNA 之 间 的 
交错 切口 ,不 能 催化 连接 平头 
双 链 DNA ,催化 反应 所 需 的 活 
化 能 是 由 NAD! 参与 反应 提供 
的 ,细菌 的 DNA 连接 酶 与 此 
相似 。 还 有 噬 菌 钵 T, 诱导 的 
大 肠 杆菌 DNA 连接 酶 可 以 催 
化 连接 DNA-DNA.DNA-RNA 
和 RNA-RNA 之 间 的 交错 缺 
吕 ,也 能 催化 连接 平头 双 链 
DNA, 活 化 能 由 ATP 参与 的 偶 
联 反 应 所 供给 ,动物 细 胞 和 了 巍 
菌 体 的 DNA 连接 酶 与 此 类 型 
相似 , 现 已 广泛 用 于 基因 工程 
及 分 子 生物 学 研究 。 


实验 证 明 DNA 连接 酶 对 于 DNA 复制 和 修复 等 都 非常 重要 , 缺 
失 DNA 连接 酶 的 突变 株 体 内 网 崎 片段 未 能 连接 而 增多 。 
四) 放射 性 标记 自 显影 实验 
DNA 螺旋 双 链 在 特定 点 解 链 后 就 开始 形成 复制 义 ,通常 复制 叉 
的 形成 是 对 称 的 ,但 DNA 复制 可 能 是 单 向 方式 ,也 可 能 是 双向 方式 
进行 。 为 此 采用 了 放射 性 标记 自 显影 实验 进行 鉴定 。 在 DNA 开始 
复制 时 , 先 用 低 放 射 性 的 胸腺 喀 喧 核 车 酸 进行 标记 , 数 分 钟 后 ,再 转 
移 到 高 放射 性 的 胸腺 喀 啶 核 苷 酸 中 继续 标记 ,然后 自 显影 。 实 验 表 
明 , 大 肠 杆 菌 .枯草 杆菌 、 高 等 真 核 细 胞 染色 体 DNA 以 及 某 些 噬 获 
体 ( 如 和 与 T 等 ) 的 自 显 影 图 上 , 银 颗 粒 的 密度 分 布 是 中 间 低 密度 而 
两 端 高 密度 ,这 是 双向 复制 的 表征 。 真 核 纪 胞 线粒体 DNA 以 及 某 
些 噬 菌 体 (如 P, 等 ) 的 自 显影 图 上 , 银 颗 料 密 度 分 布 是 一 端 低 而 另 一 
端 高 ,说 明 它们 的 DNA 复制 都 采取 单 向 方式 。 
放射 性 标记 自 显影 实验 还 可 测定 细胞 DNA 的 复制 速度 ,一 般 
细菌 的 DNA 复 制 速 度 要 比 真 核 细 胞 染色 体 的 DNA 复制 速度 快 得 
多 ,前 者 约 30kmymin, 后 者 约 为 0.5 一 2iam 之 间 。 
9.3.4 复制 DNA 的 终止 和 DNA 的 损伤 与 修复 
在 合成 完整 的 复制 DNA 链 的 终止 阶段 , 当 合成 的 DNA 链 延 伸 
.到 不 需要 引物 RNA 时 ,核糖 核酸 酶 H ( RNaseH ) 能 识别 并 水 解 
DNA-RNA 杂 合 链 中 的 RNA 而 发 挥 部 分 作用 将 它 切 除 。DNA 聚合 
酶 I (DPI ) 具 有 的 5 一 3’ 外 切 酶 活性 也 可 能 起 着 部 分 切除 RNA 的 
参与 作用 ,并 以 5 一 3' 上 聚合 酶 的 活力 催化 复制 的 DNA 片段 延伸 , 填 
补 了 引物 除去 后 空缺 部 位 。 最 后 通过 DNA 连接 酶 催化 缺口 中 两 相 
邻 片 段 的 3-OH 端 与 5 -磷酸 基 连 接 起 来 ,生成 磷酸 二 酯 键 ,从 而 完 
成 DNA 整 链 的 复制 任务 。 
当 幼 胞 DNA 由 于 一 些 物理 化 学 因素 (如 紫外 线 .电离 辐射 或 化 
学 诱 变 剂 等 ) 的 作用 而 受到 损伤 时 ,在 一 定 条 件 下 细胞 具有 一 系列 机 
能 去 修复 DNA 的 损伤 。 了 解 得 较 多 的 是 因 柴 外 光照 射 而 引起 DNA 
损伤 的 修复 机 制 。 
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紫外 线 照 射 后 ,可 促使 DNA 链 中 相 邻 两 胸腺 喀 院 核 音 酸 上 喀 
WEJÉE RR 33 J Ec P= #E We Ia Wen — SE 1k ( nB] 9-13 所 示 )。 这 种 二 
聚 体 的 形成 ,使 DNA 的 复制 和 转录 功能 受到 阻碍 ,从 而 造成 生物 的 
突变 病症 。 生 物体 必须 将 其 除去 并 进行 DNA 链 修 复 。 首先 由 UV- 
专 一 内 切 酶 在 近 二 束 体 处 切断 损伤 的 DNA 单 链 ,然后 DNA 聚合 酶 
在 完整 的 DNA 互补 链 为 模板 的 指导 下 ,在 切口 处 进行 局 部 的 修复 
合成 与 延伸 ,同时 S 一 3 外 切 酶 (如 DPI 或 DP 焉 ) 催 化 切 去 含 喀 只 
二 聚 体 的 赛 核 车 酸 片段 ,最 后 由 DNA 连接 酶 催化 将 新 合成 的 DNA 
链 与 原来 的 DNA 链 连 接 修复 。 


UVW 一 损伤 
5 3 
糖 3' . 5' 
第 On | | UV 一 专 一 内 切 锻 
LES SEE 
mo NH" ir 
I H, 9 KpNA 5: & B 十 dNTP 
收复 合成 到 Ty. 
rT Tr 
胸腺 哮 啶 和 ili LL 
qia; 5 3 ' r 
- " 切除 Dr 
(dá; | TT | 
| DNA 连接 酶 十 NAD+ 
连接 


(b) 
图 9-13 ”此 外 光 损 伤 (a) 及 (b)DNA 修复 过 程 


9.4 RNA 的 生物 合成 


9.4.1 DNA 指导 下 的 RNA 合成 
H DNA 指导 下 的 RNA 聚合 酶 (DNA-directed RNA Poly- 
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merase, 缩 记 DDRP) 催 化 合成 RNA, 是 在 4 #h ik'tiF = SSES (ATP, 
CTP.GTP 和 UTP) 与 Meg! 存在 的 条 件 下 ,以 DNA 为 模板 , 按 碱 基 
配对 原则 进行 聚合 完成 的 ,这 样 合成 的 RNA 是 与 DNA 模板 对 应 互 
补 的 ,如 贸 9-14 所 示 , 然 催化 5 一 3 取向 的 RNA 合成 是 不 需要 引 
物 。 人 们 认为 这 是 一 种 转录 过 程 。 
: RNA 链 的 延伸 
DNA 模板 


图 9-14 DNA 指导 下 的 RNA 合成 (转录 )》 


(一 ) 转 录 作 用 中 的 RNA 聚合 酶 

在 原核 生物 中 只 有 一 种 DDRP, 能 催化 mRNA tRNA 和 rRNA3 
种 RNA 的 合成 。 只 要 有 适当 的 DNA 模板 存在 ,RNA 的 合成 也 可 
在 试管 内 进行 ,大 肠 杆菌 的 DDRP 是 由 5 种 亚 基 下 白质 apB8'ow 组 成 
的 全 酶 ,其 中 a BB o 5 个 亚 基 的 聚集 具有 和 底 物 结合 以 及 催化 RNA 
全 成 的 活性 ,人 们 将 它 称 作 核心 酶 。 亚 基 能 在 DNA 模板 上 合成 
RNA 时 识别 起 始 位 点 ,使 核心 酶 结合 在 起 始 位 点 上 ,形成 核心 酶 - 
DNA 复合 物 ,从 而 催化 发 生起 始 的 核 苷 酸 间 磷酸 二 醋 键 反应 , 故 称 
为 起 始 因子 , 它 与 核心 酶 结合 较 松 ,可 经 磷酸 纤维 素 层 析 分 离开 。 
含 类 似 的 DDRP 之 细菌 还 有 枯草 杆菌 TB PA Tur PS, 

真 核 细胞 中 转录 作用 的 RNA 聚合 酶 有 多 种 类 型 ,网 胞 核 内 已 
发 现 的 有 DDRPT .DDRPI 和 DDRP 焉 等 3 种 。DDRP 工分 布 于 细 
Ba4 4 rR ,负责 催化 核糖 体 (rRNA) 的 转录 ,DDRPI 和 DDRP 焉 分布 
在 核 质 中 ,分 别 催化 mRNA 和 tRNA 以 及 5SrRNA 的 转录 。 它 们 的 
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相对 分 子 质 量 约 为 50 一 70 万 。 

(二 ) 转 录 启 动 

研究 发 现 ,DDRP 的 核心 酶 能 与 模板 DNA 结合 ,并 对 所 有 螺旋 区 
有 大 致 相同 的 亲和力 ,如 核心 酶 与 5 起 始 因子 结合 ,就 呈现 出 全 酶 对 
DNA 模板 转录 起 始 位 点 结合 的 专 一 选择 性 。 人 和 们 将 o 选择 的 全 酶 起 
始 结合 位 点 称 为 启动 子 , 并 认为 e 的 结合 能 引起 核心 酶 有 专 一 选择 
性 ,是 由 于 核心 酶 在 o 作用 下 改变 了 构象 而 适应 与 启动 子 结合 的 浙 
因 。 

根据 现 有 的 认识 ,认为 转录 启动 是 核心 酶 先 和 结合 成 全 酶 ,于 
是 识别 出 起 始 位 点 而 与 模板 DNA 上 启动 子 结 合 形 成 不 稳定 的 全 酶 - 
DNA 复合 物 , 然 后 沿 着 DNA 链 滑 动 而 进 人 富 含 A. T 顺序 的 DNA 
与 酶 紧密 结合 区 ,使 该 区 双 螺 旋 作 有 限 ( 约 1 个 螺旋 圈 ) 瞬 时 的 解 链 ， 
伴随 核心 酶 进入 引发 点 的 同时 , 引 人 第 1 个 核 苷 三 磷酸 (通常 是 
PPPG 或 PPPA) 开 始 众 化 转录 。 所 以 启动 子 可 能 含有 起 始 信 号 识别 
. 区 . 酶 紧密 结合 区 和 转录 起 始 区 3 个 部 位 。 

由 于 全 酶 能 专 一 地 和 启动 子 区 段 紧密 结合 ,因此 ,可 以 通过 特制 
滤 膜 将 全 酶 -DNA 复合 物 分 离 出 来 ,再 用 DNase 进行 水 解 处 理 , 就 可 
得 到 全 酶 保护 下 的 启动 子 片 段 , 不 同 来 源 的 这 种 片段 含有 41 一 44 个 
核 苷 酸 , 其 中 都 有 富 含 A.T 的 与 酶 紧密 结合 区 ,例如 原核 生物 共有 
特征 顺序 为 TATAAT, 真 核 生物 共有 特征 顺序 为 ATA。 

三) 转录 延伸 

不 需 引物 由 DDRP 催化 的 转录 ,促使 RNA 合成 的 起 始 一 步 完 
成 。 与 此 同时 ,o 就 从 全 酶 -DNA 复合 物 上 脱落 ,引起 核心 酶 的 构象 
改变 ,核心 酶 失去 与 DNA 结合 的 专 一 性 而 易于 滑动 。 核 心 酶 沿 
.DNA 链 滑动 ,根据 碱 基 配 对 原则 引入 转录 系统 的 第 2 个 核 苷 三 磷 
酸 , 在 核心 酶 催化 下 与 第 一 个 核 苷 三 磷酸 形成 第 一 个 3 一 5 的 磷酸 
— BB e , BD 
PPPA( 或 G) + PPPN —A SF PPPAGR 人 PN + PP 
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随 着 核心 酶 的 滑动 ,转录 进入 延伸 阶段 , 即 
核心 栈 
DNA + Mg + 
也 就 是 说 ,第 三 、 四 、…… 个 核 背 酸 依 次 转录 ,使 RNA 链 逐 渐 延 长 。 
从 全 酶 -DNA 复合 物 上 脱落 后 的 o 因子 又 可 与 新 的 核心 酶 结合 , 循 

环 发 挥 其 识别 模板 上 起 始 位 点 的 作用。 

利 福 功 素 (rifamycin) 能 抑制 原核 生物 的 转录 启动 , 利 链 短 素 
(streptolydigin) 、 放 射 菌 素 D 等 能 抑制 转录 的 延伸 。 

{四 ) 转 录 终 止 与 转录 后 加 工 

当 RNA 转录 到 一 定 长 度 时 ,DNA 模板 链 上 “终止 子 " 的 核 苷 酸 
终止 信号 序列 由 DDRP 所 识别 ,或 者 有 的 由 与 RNA 聚合 酶 结合 的 
特殊 蛋白 质 p 因子 所 识别 。 此 时 转录 停止 ,并 释放 产物 RNA。 所 以 
转录 终止 含 三 步 过 程 , 即 合成 RNA 链 延 伸 的 终止 ,新 生 RNA 链 的 
释放 和 和 核心 酶 脱 模 。 

已 测定 的 部 分 DNA 模板 转录 终止 区 域 结构 表 明 , 有 的 在 接近 
终点 部 位 有 一 个 二 元 对 称 结构 , 它 可 以 转变 为 “十 字 结 构 而 发 出 延伸 
终止 信号 (参见 图 9-15)。 让 DDRP 识别 后 ,相应 地 由 “延伸 结构 ” 变 
为 "终止 构象 ”, 从 而 由 模板 上 脱落 。 还 有 的 在 语 含 GC 的 区 段 后 继 
以 几 个 屎 核 苷 酸 残 基 ,并 以 腺 任 酸 残 基 结 尾 ,这 类 区 段 也 可 发 出 被 
DDRP 识别 的 终止 信号 。 


PPPA( 或 G}PN + nPPPN’ ppPPA( 或 G)pN(piN ), + nPP; 


图 9.15 一些 DNA 模板 转录 终止 区 域 的 一 级 
结构 二 元 对 称 (a) 和 十 字 结 构 (b} 
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关于 需要 p 因子 参与 终止 转录 的 机 制 是 ; 它 能 和 RNA 柴 合 酶 结 

合 ,并 识别 DNA 模板 上 富 含 A、U 的 终止 信号 序列 区 
一 UUAAUUUGACUAAUUCUCAUU 一 

0 与 RNA 聚合 酶 结合 并 非 起 着 酶 效果 的 成 分 ,只 是 发 挥 其 终止 转录 
的 作用 , 它 具 有 水 解 ATP 等 的 NTPase 活力 ,水 解释 放 的 能 量 供 其 
沿 合成 延伸 的 RNA 链 转移 , 抵达 终止 区 与 RNA 束 合 酶 会 集 而 结 
合 ,然后 释放 新 生 的 RNA 链 ,除了 原核 生物 的 mRNA 外 ,新 生 的 
RNA 一 般 都 是 未 成 熟 的 RNA 前 体 ,需要 进行 转录 后 加 工 才 变 为 成 
熟 的 RNA。 

新 生 mRNA 的 转录 后 加 工 对 于 原核 生物 来 说 ,一 般 是 不 需要 
的 , 它 的 半 寿 期 在 几 分 钟 以 下 ,于 是 可 在 转录 同时 就 开始 了 翻译 。 对 
于 真 核 生 物 而 言 , 各 种 蛋白 质 基 因 先 独立 地 转录 成 相应 的 mRNA 前 
体 , 称 作 核 不 均一 RNA(hnRNA,20S 一 100S, 主要 的 是 30S— 40S)， 
然后 必须 进行 后 加 工 才能 变 为 成 熟 的 mRNA. mRNA 的 转录 后 加 
工 过 程 是 :前 接 去 除 内 含 子 和 非 编码 区 等 非 结 构 信 息 部 分 ,而 由 一 系 
列 酶 参与 下 在 5 -末端 形成 msG5 pppNmpNp 特殊 结构 ,并 由 RNA 
末端 腺 苷 酸 转移 酶 催化 下 ,在 hn RNA 或 mRNA 的 3 -末端 连接 多 
聚 腺 苷 酸 (polyA)。 

经 研究 发 现 ,在 各 类 细菌 细胞 中 编码 rRNA 的 基因 是 排列 在 一 
起 构成 一 个 转录 单位 。 大 上 肠 杆 菌 转录 所 得 的 新 生 rRNA 是 30S 的 前 
体 , 尚 含 16S、23S 和 5S 的 前 体 ,还 有 tRNA 的 前 体 。16S 和 23S 中 
都 有 较 多 的 甲 基 化 修饰 成 分 ,其 中 16S rRNA 的 特征 成 分 似乎 是 
m4Gm, 而 5S 无 修饰 成 分 。 真 核 生物 中 哺乳 动物 的 新 生 rRNA 前 体 
有 45S, 还 可 以 有 18S、28S 和 5S 的 前 体 , 且 有 独特 的 5.8S RNA。 在 
大 肠 杆 艺 中 30S 转录 后 加 工 是 由 RNase 亚 和 RNaseE 参加 上 先 将 其 切 
成 一 定 长 度 而 形成 16S.23S 和 5S 的 前 体 以 及 tRNA 前 体 。 再 由 
RNaseM 催化 成 熟 ( 真 核 生物 中 有 相 类 似 之 处 ), 并 在 转录 过 程 中 进 
行 甲 基 化 修饰 ,还 进行 了 插入 顺序 的 切除 。 

tRNA 的 种 类 颇 多 ,原核 细胞 中 有 30 一 40 种 , 真 核 生物 中 有 50 
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种 以 上 ,而 且 tRNA 的 基因 往往 和 rRNA 的 基因 连接 在 一 起 ,其 转录 
后 加 工 一 般 是 紧 随 转录 之 后 ,需要 多 种 酶 的 协同 作用 。 转 录 后 加 工 
过 程 较 复 杂 ,5- 端 要 由 RNaseP( 一 种 包含 2/3RNA 的 5“- 内 切 核 酸 
酶 ) 众 化 修剪 才 会 成 熟 。3'- 端 在 外 切 修 饰 酶 RNaseD 专 一 地 从 3 - 端 
逐个 切 下 附加 谋 序 后 才能 成 熟 。 还 要 依靠 由 内 切 核 酸 酶 ,激酶 .2 ， 
3 - 环 人 磷酸 -3'- 磷 酸 单 酯 酶 、 连 接 酶 和 磷酸 单 酯 酶 等 组 成 的 极 复 杂 酶 
系 催 化 ,将 tRNA 前 体 中 的 插 人 顺序 除去 而 进行 剪接 方 能 完成 加 工 
过 程 。 

tRNA 还 必须 有 3 -CCA-OH 未 端 才 有 活性 ,如 果 缺 少 这 一 顺序 
则 会 在 转录 后 加 工 中 由 tRNA 核 昔 酸 转 移 酶 催化 下 逐个 添加 完成 。 
此 外 ,转录 后 加 工 形成 成 熟 的 tRNA .分 子 还 需 在 修饰 酶 催化 下 装配 
许多 修饰 成 分 。 由 于 转录 后 加 工 是 一 复杂 过 程 ,因此 对 转录 后 加 工 
的 研究 还 不 很 清楚 。 

(五 ) 转 录 的 调控 

在 研究 和 解释 原核 生物 的 转录 调控 中 提出 了 操纵 子 学 说 [图 9- 
16(a)]。 操 纵 子 是 由 结构 基因 ,操纵 基因 和 启动 基因 等 组 成 的 转录 
单位 之 通称 ,是 转录 调控 的 结构 基础 。 结 构 基因 含有 关 蛋 白质 的 结 
构 密 码 , 在 转录 和 翻译 中 能 决定 蛋白 质 的 结构 和 性 质 。 操 纵 基 因 具 
有 “开关 ”功能 , 当 “ 开 ”时 , 附 在 启动 基因 上 的 DDRP 就 能 通过 它 的 
控制 , 沿 着 结构 基因 滑动 ,并 以 结构 基因 为 模板 进行 转录 ,合成 相应 
的 mRNA ,然后 再 通过 翻译 合成 相应 的 蛋白 质 。 当 操纵 基因 “ 关 ” 
时 ,DDRP 的 移动 就 受阻 过 ,结构 基因 无 呈现 其 模板 作用 的 可 能 ,于 
是 不 能 合成 相应 的 蛋白 质 。 

操纵 基因 又 受 调节 基因 控制 ,因为 调节 基因 密码 所 合成 的 调节 
蛋白 多 数 表 现 出 阻 过 作用 , 故 称 为 阻 史 蛋白 。 它 在 某 些 转 录 系 统 中 
能 直接 和 操纵 基因 结合 ,使 之 关闭 , 阻 遇 了 转录 的 进行 。 还 有 一 些 系 
统 中 , 阻 过 蛋白 只 能 与 称 作 辅 阻 遇 效 应 物 形成 络 合 物 时 ,才能 对 操纵 
基因 起 阻 过 作用 。 由 于 原核 生物 中 的 转录 和 翻译 直接 侦 联 在 一 起 ， 
因此 ,转录 的 调控 是 基因 表达 中 的 关键 。 
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图 9-16 ”基因 表达 调控 机 制 
(a) 床 核 生 物 的 操办 子 学 说 ;tb) 真 核 生物 调控 机制 解 天 


研究 发 现 , 某 些 酶 在 通常 情况 下 不 会 合成 或 很 少 合成 , 当 加 入 诱 
导 物 后 ,属于 别 构 昌 日 的 阻 遏 重 与 就 和 诱导 物 结 合 而 改变 了 构象 ,从 
而 失去 了 和 操纵 基因 结合 的 功能 ,于 是 操纵 基因 “开放 "而 使 转录 得 
以 进行 , 某 些 酶 就 能 大 量 合成 。 这 种 转录 的 调控 方式 称 为 诱导 。 
阻 过 蛋白 的 租 过 转录 有 两 种 类 型 。 一 种 是 阻 过 蛋白 本 身 在 正常 
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情况 下 没有 和 操纵 基因 结合 的 能 力 而 不 起 阻 过 作用 ,因而 某 些 酶 在 
通常 情况 下 能 以 一 定 速度 正常 地 合成 ,然而 当 合 成 的 这 些 酶 所 作用 
的 产物 积累 一 定 浓 度 后 ,就 明显 地 成 为 盟 过 和 蛋白 的 效应 物 而 结合 , 促 
使 阻 史 蛋白 产生 别 构 效应 , 变 成 能 和 操纵 基因 结合 ,从 而 使 酶 的 合成 
受阻 。 大 们 称 这 类 机 制 为 “ 尾 产 物 阻 遏 ” ,或 称 为 "反馈 阻 遇 ”。 

另 一 种 类 型 是 分 解 代 谢 产 物 阻 过 。 研 究 发 现 , 环 化 腺 苷 酸 
(cAMP) 是 cAMP 受 体 蛋白 (CAP) 活 化 的 必要 因子 , 当 CAP 被 
cAMP 活化 后 一 起 和 模板 DNA 的 特定 位 点 结合 时 ,DDRP 才能 附着 
在 启动 基因 上 开始 催化 转录 。 但 细胞 生长 利用 的 碳 源 ( 例 如 葡萄 糖 
等 ) 分 解 代谢 产物 易 影 响 cAMP 的 合成 与 分 解 , 随 着 这 种 代谢 产物 
浓度 的 增加 会 降低 cAMP 的 浓度 ,并 限制 其 与 CAP 的 结合 , 则 呈现 
出 阻 过 转录 某 些 酶 的 作用 。 倘 车 加 入 cAMP 可 减轻 或 解除 这 种 阻 
过 ,也 可 反 证 有 分 解 代 谢 产物 阻 遇 的 存在 。 

真 核 细 胞 的 转录 调控 机 制 较 复 条 ,例如 它 没 有 类 似 的 操纵 基因 ， . 
影响 DDRP 与 模板 结合 的 因素 有 所 不 同 ,如 促进 子 , 它 是 一 种 非 密 
码 的 无 组 集 白 结合 的 DNA 顺序 ,估计 其 功能 是 吸引 DDRP 与 模板 
结合 而 进入 密码 区 ,所 以 当 DDRP 一 旦 与 模板 DNA 结合 即 可 开始 
转录 。 现 在 对 真 核 生 物 的 转录 调控 机 构 的 了 解 还 是 不 太 清 楚 。 

9.4.2 RNA 指导 下 的 RNA 复制 

(一 )RNA 病毒 的 RNA 复制 

RNA 指导 的 RNA 聚合 酶 反应 是 在 4 种 核 苷 三 磷酸 和 Mg?' 存 
在 的 条 件 下 ,以 RNA 为 模板 指导 RNA 育 合 酶 (RNA directed RNA 
Polymerase,RDRP, 又 称 RNA 复制 酶 ) 催 化 与 模板 完全 对 应 的 RNA 
合成 ,复制 取向 仍 是 $ 一 3 ,不 需要 引物 。 这 类 复制 一 般 是 RNA 病 
毒 的 RNA 复制 ,RDRP 有 较 高 专 一 性 ,能 识别 病毒 自身 的 RNA ,不 
对 宿主 及 其 它 与 病毒 无 关 的 RNA 产生 作用 。 

以 二 十 面体 包含 单 链 mRNA 的 脊髓 灰质 炎 病 毒 (Poliovirus ) 为 
合 , 病 毒 RNA 进入 寄主 细胞 后 会 利用 寄主 的 核糖 体系 统 翻 译 依 它 
密码 的 衣 党 蛋白 与 RPRP, 并 以 自身 mRNA 为 模板 经 RDRP 催化 合 
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成 对 应 互补 的 RNA ,随后 又 可 将 对 应 互补 的 RNA 再 作为 模板 合成 
更 多 的 mRNA, 由衣 融和 蛋白 包 囊 便 形 成 许多 新 病毒 粒子 。 进 一 步 研 
究 发 现 , 刚 翻译 得 到 的 是 一 个 大 得 多 的 肽 链 , 它 包含 多 于 2000 个 氨 
基 酸 残 基 , 再 由 寄主 蛋白 酶 切断 成 4 种 衣 壳 蛋白 和 1 种 RNA 复制 酶 
以 及 2 种 未 知 功能 的 蛋白 质 。 

如 以 水 泡 性 口 膜 炎 病 毒 (VSV ) 为 例 ,这 种 病毒 粒子 包含 单 股 对 
应 互补 的 RNA, 还 含 2 种 具有 RNA 复制 酶 活力 的 蛋白 质 与 其 它 3 
种 蛋白 质 。 在 感染 寄主 后 ,对 应 互补 的 RNA 进 和 人 细胞 由 RNA 复制 
酶 俱 化 复制 出 mRNA, 通 过 mRNA 即 可 翻译 合成 上 述 5 种 蛋白 质 ， 
又 可 作为 合成 新 病毒 粒子 所 需 对 应 互补 RNA 的 模板 , 借 此 机 制 病 
毒 得 以 繁殖 。 

再 以 呼 肠 碧 病毒 (Reovirus) 为 例 , 这 是 一 种 含 mRNA 和 对 应 互 
补 RNA 组 成 的 双 链 RNA( 简 记 土 RNA) 病 毒 。 病 毒 粒子 的 核心 含 
有 与 10 种 和 蛋白质 结合 的 10 种 不 同 的 双 链 RNA( 即 二 RNA)。 该 病 
毒 感 染 寄主 后 ,在 脱 掉 衣 壳 的 同时 , 含 于 核心 中 复制 酶 被 活化 。 
RNA 复制 酶 便 在 原来 的 (+ )RNA 为 模板 上 进行 不 对 称 和 保留 性 的 
复制 , 仅 合 成 了 mRNA。 售 成 的 mRNA 在 酶 的 作用 下 戴 帆 后 穿 出 核 
心 通道 ,10 种 mRNA 再 被 翻译 成 10 种 蛋 和 白质, 这些 蛋 白质 又 和 10 
种 mRNA 结合 形成 病毒 粒子 前 体 核 心 , 最 后 在 前 体 核心 上 合成 对 应 
互补 的 RNA, 

(二 ) 病 毒 Qs(Qs Phage) 的 研究 与 RNA 重组 技术 

对 于 Qs 病毒 的 研究 ,发 现 它 类 似 于 峭 髓 灰质 炎 病 毒 的 RNA 复 
制 方式 。 已 知 它 是 直径 约 20nm 的 非常 简单 的 二 十 面体 病毒 。Qs 
的 RNA 含 4220 个 核 苷 酸 , 具 有 高 庆 有 序 的 二 级 结构 ,还 含 4 种蛋 日 
质 的 基 团 , 即 衣 壳 蛋白 成熟 蛋 白 .裂解 蛋白 和 RNA 复制 酶 的 一 个 
亚 基 ,裂解 蛋白 的 基因 和 衣 壳 蛋白 是 与 复制 酶 亚 基 的 基因 部 分 重 香 。 
分 子 内 有 一 RNA 复制 酶 的 结合 位 点 ,在 分 子 的 3" 端 有 一 富 含 胞 喀 
啶 的 复制 起 始 区 段 。 

完整 的 活性 Q, 复制 酶 应 由 4 个 亚 基 结合 一 起 构成 的 , 但 
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Q; RNA 仅 密 码 RNA 复制 酶 1 个 亚 基 ,其 它 3 个 亚 基 由 寄主 细胞 供 
给 ,其 中 两 个 是 重 白质 合成 的 延伸 因子 (EFTu 和 EFTs) , 另 一 个 是 
核糖 体 30S 的 一 个 组 成 成 分 。Q 感染 寄主 后 ,其 RNA 就 作为 mR- 
NA 直接 与 寄主 细胞 中 的 核糖 体 结合 ,翻译 出 它 所 编码 的 蛋白 质 和 
复制 酶 的 那个 亚 基 ,随即 和 其 它 3 个 亚 基 结合 ,完成 活性 Q, RNA 复 
制 酶 的 构建 。 

Q 复制 酶 先 以 其 mRNA 为 模板 ,合成 对 应 互补 的 RNA ,然后 生 
成 的 对 应 互补 的 RNA 和 原 模 板 mRNA 又 都 能 作为 模板 再 被 复制 ， 
这 样 的 每 一 复制 循环 就 可 使 模板 数量 加 倍 地 增加 ,而 且 在 每 一 个 模 
板 上 可 同时 进行 几 个 分 子 的 复制 合成 ,因此 复制 成 的 RNA 按 指数 
增长 。 由 于 该 复制 酶 与 对 应 互补 RNA 的 亲和力 比 mRNA 的 大 ,所 
以 合成 的 mRNA 多 。 

科技 工作 者 发 现 , Qe RNA 的 复制 效率 极 高 ,在 10min 内 ,RNA 
的 量 可 增加 10 万 倍 ,而 且 Qs 复制 既 稳 定 又 易 制 备 。 于 是 着 手 开 拓 
Qa 复 制 系统 的 研究 和 创建 重组 RNA 技术 的 工作 , 以 便 大 量 制备 
mRNA, HT Qs 复制 酶 对 Q, RNA 的 复制 呈现 高 度 专 一 性 ,探索 者 
们 只 能 转 为 对 获得 的 一 种 MDV-1(midivariant) 的 变异 分 子 着 手 ,该 
变异 分 子 有 221 个 核 昔 酸 ,其 中 第 81 到 126 和 第 187 到 221 的 两 区 
段 核酸 顺序 ,几乎 分 别 与 Qa RNA 对 应 互补 RNA 链 中 84 到 129 和 
4186 到 4220 两 段 的 完全 相同 ,而 且 可 以 形成 多 发 夹 状 的 二 级 结构 ， 
适合 于 作 Qs 复制 酶 的 底 物 ,后 又 经 适当 改造 而 成 为 外 源 RNA 重组 
的 理想 载体 。 这 种 重组 RNA 技术 的 探索 已 取得 进展 ,这 将 对 基因 
工程 和 分 子 生物 学 的 研究 作出 重大 贡献 。 

(三 )RNA 复制 的 调控 I 

以 Q, 复制 为 例 概述 RNA 复制 的 调控 机 制 。 当 Q@ 的 RNA 进 
入 寄主 细胞 内 , 先 作为 对 应 互补 RNA 合成 的 模板 ,后 成 为 病毒 蛋白 
的 翻译 信使 。 在 感染 早期 , Qas RNA 作为 模板 ,在 沿 RNA 按 3 一 5 
方向 推进 的 复制 酶 催化 下 ,大 量 合成 对 应 互补 的 RNA, 此 时 Qs RNA 
复制 酶 强烈 地 抑制 着 mRNA 和 核糖 体 的 结合 。 当 复制 了 足够 量 的 
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对 应 互补 RNA 后 ,复制 酶 的 上 述 抑制 效应 才 跑 着 减轻 ,核糖 体 就 能 
和 mRNA 结合 ,并 沿 着 mRNA 由 5'—>3 方向 运动 ,同时 进行 蛋白 质 
的 合成 ,由 于 核糖 体 和 衣 膏 蛋白 的 翻译 起 始 位 点 的 作用 远 比 其 它 位 
点 强 , 所 以 合成 的 蛋白 质 中 主要 翻译 产物 是 衣 壳 蛋白 。 在 感染 后 期， 
衣 壳 蛋白 能 和 复 撩 酶 基因 的 翻译 起 始 位 点 结合 ,阻止 了 复制 酶 的 众 
化 合成 ,而 增加 了 衣 帝 蛋白 的 翻译 ,从 而 形成 大 量 新 的 病毒 粒子 。 

9.4.3 上 反 向 转录 

反问 转录 意 指 由 RNA Tš SF ËJ DNA 聚合 酶 { 邯 称 反 问 转 录 酶 ) 
催化 下 合成 DNA ,然后 再 转录 产生 RNA 的 机 制 。 这 属于 反 转 病毒 
类 {Retroviruses) 所 特有 的 繁殖 历程 。Temin 为 此 提出 过 一 种 “前 病 
毒 学 说 " ,认为 RNA 病毒 在 复制 和 致 痛 过 程 中 RNA 先 要 经 过 反 疝 
转录 形成 DNA ,然后 在 寄主 细胞 DNA 中 作为 前 病毒 潜伏 下 来 ,成 为 
一 个 DNA 前 病毒 阶段 , 随 着 寄主 细胞 增殖 和 传代 ,在 某 特定 条 件 下 
再 重新 转录 为 RNA ,生成 新 的 RNA 病毒 。 

催化 反 向 转录 的 反 向 转录 酶 , 即 RNA 指导 下 的 RNA 聚合 酶 
(RNA-directed DNA Polymerase, 缩 记 为 RDDP) ñ[ J % B H Hg Bia 78 
病毒 (AMV ) 等 中 分 离 获 得 。 它 所 俱 化 合成 及 应 要 求 模板 RNA、 引 
物 .4 种 脱氧 核 上 藻 三 磷酸 以 及 适当 浓度 的 Mg2* (sk Mn° ) 存 在。 但 
该 酶 对 模板 RNA 的 专 一 性 要 求 并 不 高 。AMY 的 反问 转录 酶 可 利 
用 的 模板 有 和 鼠 白 血 病 病毒 (MLV) 的 RNA\ 带 有 PolyA 的 mRNA 和 
人 工 合成 的 聚 核 车 酸 PolyA*dTiz.18 与 Poly C'dGyz 等 。 不 过 它 必须 
要 有 与 模板 互补 并 带 3 — OH 与 鞋 少 含 4 个 以 上 核 苷 酸 的 引物 ,如 
Oligo dN 或 Oligo N。 反 疝 转 录 酶 不 仅 具 有 以 RNA 为 模板 聚合 对 应 
互补 DNA 的 活性 ,也 有 似 RNaseH 能 选择 性 地 除去 DNA-RNA 中 
RNA 的 活性 ,同时 还 有 以 DNA 为 模板 按 碱 基 配 对 原 财 合成 另 一 
DNA 的 活性 ,催化 形成 双 链 DNA ,最 后 又 催化 转录 合成 mRNA , 即 
号 二 对 应 互补 的 DNA — ESE 碱 基 配对 双人 链 DNA Š ŠRNA 
反 向 转录 反应 示意 于 图 9-17。 
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图 9-17 反 向 转录 反应 示意 
{xx 表示 相互 结合 的 碱 基 对 》 


鸟 肉瘤 病毒 是 在 感染 过 程 中 利用 寄主 的 tRNA(trp tRNA), Ë 
过 非 共 价 键 与 病毒 RNA 结合 ,这 种 碱 基 配对 的 tRNA 上 3 "OH 便 
可 当 作 引物 进行 引发 反 向 转录 合成 。 

JZ [p| FE 38 ËB ( reversetranscrip tase) 也 存在 于 正常 细胞 和 胚胎 细 
胞 内 ,对 细胞 的 发 育 和 分 化 可 能 起 着 一 定 的 作用 。 该 酶 近来 已 广泛 
利用 于 分 子 生物 学 研究 和 基因 工程 ,例如 制备 cDNA 等 。 

对 肿瘤 病毒 的 致 痛 机 制 和 反 疝 转录 酶 俱 化 作用 的 研究 ,人 们 企 
图 寻找 反 疝 转录 酶 的 专 一 掉 制 剂 以 防治 肿瘤 疾病 。 

9.4.4 核酸 生物 合成 抑制 剂 

研究 核酸 生物 合成 机 制 时 常 使 用 降低 酶 催化 活性 的 各 种 核酸 生 
物 合成 抑制 齐 , 它 们 太 体 可 归纳 为 三 种 类 型 。 

(一 )9.2,6 所 提 及 的 这 类 能 抑制 有 关 酶 催化 活性 的 物质 ,它们 
是 人 工 合成 的 碱 基 或 核 车 类 似 物 等 核 昔 酸 生物 合成 抑制 剂 。 关 于 结 
梅 上 类 似 胞 喀 啶 核 昔 (只 是 在 核糖 2 号 碳 位 上 一 OH 与 -H 空 间 换 
T f ) ñj Bf Ba $ ( 1-8-D-Bj + 18 B d #h-BQ #, Z T Z 2 
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[r O | 
HOCH;CHC(OH)HCH(OH)CHNC( = O}N—=C(NE)CH—CH ), 
[ee 


也 可 用 作 抑 制剂 , 它 能 抑制 胞 啼 喧 核 苷 二 磷酸 还 诛 成 脱氧 胞 喀 啶 二 
磷酸 ,并 直接 抑制 DNA 指导 下 DNA 聚合 酶 (DNA directed DNA 
Polymerase DDDP) 的 催化 活性 , 现 已 应 用 为 抗 肿瘤 药物 。 随 着 研究 
的 进一步 深入 ,科技 工作 者 又 试制 了 更 有 效 的 抗 瘙 药物 环 胞 苷 。 

(二 ) 嵌 合 模 板 DNA 或 烷 基 化 模板 链 上 一 些 碱 基 的 抑制 剂 , 例 
如 放 线 菌 素 D, 它 含 吟 吐 嗪 酮 稠 环 和 两 个 五 肽 环 { 图 9-18) ,能 内 人 相 
邻 的 两 对 dG 与 dC 了 间 , 与 DNA 形成 非 共 价 键 复合 物 ,在 低 浓 庶 时 可 
选择 性 地 抑制 DDRP 催化 RNA 的 延伸 ,高 浓度 时 能 抑制 转录 起 始 
与 DNA B hj. VF4818 3 3 (adriamycin) D63848 3 (mithramycin). 
色 霉 素 (chromomycin) 等 都 能 与 模板 以 能 合 形式 结合 而 起 抑制 剂 作 
用 ,因此 已 被 用 作 抗 癌 药 物 。 
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有 关 能 对 模板 链 上 的 乌 峙 叭 碱 基 第 7 位 N , jRPRn2 55 1 位 和 第 
7 位 N, 胞 喀 啶 第 1 位 N 等 进行 烷 基 化 的 抑制 剂 ,它们 都 带 有 1 个 或 
多 个 活性 烷 基 ,例如 氮 芥 、 氨 丙 喀 等 也 可 称 为 煤化 剂 。 它 们 对 DNA 
链 上 一 些 碱 林 进行 烷 基 化 后 ,会 搜 制 DNA 的 复制 ,但 一 般 毒 性 较 
大 ,有 的 苏 至 有 致癌 活性 ,不 过 也 有 一 些 可 作为 抗 肿瘤 (或 癌 ) 的 药 


; 
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—P 
É, EF RkRk( (CICH,CH;);NP( = Re ] 对 正常 
细胞 几乎 无 毒性 , 当 进 入 肿瘤 细胞 后 ,会 被 迅速 水 解 产 生 氮 芥 而 对 
DNA 进行 烷 基 化 。 丝 裂 霉 素 CCmitomycin C) 售 有 和 氮 丙 烷 、 氧 基 甲 酸 
等 能 使 DNA 烷 化 而 抑制 DNA 的 复制 ,所 以 它 也 已 用 作 抗 瘤 的 搞 
菌 素 。 
| (=)5 RNA 聚合 酶 结合 的 抑制 剂 ,对 于 原核 生物 DDRP 产生 
抑制 效应 的 有 利 福 霉 素 及 其 生生 物 利 福 平 .曲张 链 菌 于 和 利 链 菌 素 ， 
它们 能 与 DDRP 的 8 亚 基 结合 而 起 抑制 作用 ,不 过 它们 一 般 对 真 核 
生物 的 DDRP 没有 抑制 活性 。 然 而 a- 执 膏 荤 碱 具 有 完全 抑制 真 核 
生物 DDRPI 和 了 进行 转录 的 性 能 ,但 不 抑制 细菌 ,线粒体 等 的 
DDRP 催化 活性 。 


9.5 蛋白质 的 生物 合成 


自然 界 中 蛋白 质 的 种 类 成 千 上 万 ,它们 都 有 各 自 特征 的 结构 , 千 
差 万 别 地 组 成 各 种 器 官 的 成 分 而 呈现 各 自 特 有 的 功能 ,这 说 明和 蛋 邮 
质 的 生物 合成 必然 是 严格 按照 各 种 特定 的 指令 进行 的 。 特 定 的 指令 
来 源 于 特有 的 密码 在 DNA 核 寿 酸 顺序 结构 中 的 遗传 信息 。 

9.5.1 相传 密码 

蛋 风 质 合成 的 遗传 密码 包含 于 DNA 的 碱 基 顺序 之 中 ,DNA 先 
将 它 的 密码 遗传 信息 通过 转录 传 给 mRNA, 随 后 再 通过 翻译 将 密码 
在 mRNA 核 苷 酸 顺 序 中 的 信息 转换 成 相应 的 氨基 酸 顺 序 合 成 蛋 和 
质 。 

天 然 的 蛋白 质 都 由 20 种 左右 的 氨基 酸 组 成 ,而 DNA 或 mRNA 
中 仅 有 4 种 成 分 的 核 苷 酸 ,于 是 根据 统计 规律 推算 ,DNA 或 mRNA 
链 上 至 少 要 由 三 个 相 邻 核 苷 酸 组 成 的 遗传 密码 才能 成 为 决定 一 种 
氨基 酸 的 信息 。 这 样 ,可 能 形成 的 编码 数 是 4 = 64, 足 以 满足 20 种 
氨基 酸 编 码 的 需要 。 现 代 生 物化 学 和 遗传 学 的 研究 ,通过 大 量 实验 
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证 明 ,自然 界 确定 以 三 个 连续 的 核 苷 酸 组 成 一 个 所 谓 密码 子 来 表达 
一 种 氨基 酸 的 编码 信息 。 这 种 密码 子 也 称 为 三 联 {( 体 ) 密 码 。 表 9-1 
是 通过 实验 检测 而 编制 出 来 的 三 联 体 密码 的 遗传 信息 。 


表 9-1 遗传 密码 释 译 表 


Leu 
Leu 
Leu 


Val 
Val (GUC) 
Val (GUA) 
i! Val (GUG) 


详 读 法 是 先 读 表 杠 去 边 的 碱 厅 ,再 该 中 间 的 碱 基 , 最 后 读 右 边 前 碱 基 。 如 括号 中 所 本 ， 
UCA 表达 Ser,CAU 表达 His,ACU 表达 Thr Š, AUG 也 足 表达 “起 始 " 党 码 。 

Phe( PS SRE .F) ,Leu( 亮 氨 酸 ,L),Ile( 异 亮 氨 酸 ,T) ,Met( 申 硫 氨 酸 M), 

Val RNA. V) ,Ser( 22 XF ,S),Pro( 月 氨 酸 ,P),Thr( 苏 氨 酸 ,了 ) ， 

AJat 丙 氨 酸 ,A)，TYyte( 酷 气 酸 ,Y),His( 组 氨 酸 ,H),Gla( 谷 氨 酰 彼 Q), 

As 2 AJ N), LysCSAS(NQ ,K) ,Asp( 天 冬 氨 酸 ,D),OuL 谷 气 酸 E), 

Cys( 半 胱 氮 酸 ,C),Arg( 精 氮 酸 ,R) ,Tp( 色 氨 酸 ,到 ) ,Gly{ 甘 氨 散 ,GG)。 


r Ilo > G C. C > G C 


Ç > 


用 人 工 合 成 简单 的 多 核 昔 酸 代 蔡 天 然 的 mRNA, 来 指导 带 放 射 
性 同位 素 标记 的 氨基 酸 合成 多 肽 ,以 实验 推测 相应 氨基 酸 的 密码 , 例 
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如 合成 一 多 聚 尿 苷 酸 代 替 mRNA ,加 到 由 大 和 嚼 杆 萝 制 得 的 已 除去 内 
源 mRNA 之 无 细胞 提取 物 , 并 投入 放射 性 同位 素 标 记 的 氨基 酸 和 
ATP, 在 一 定 条 件 下 保温 后 ,观察 哪 一 种 标记 氨基 酸 会 参 人 不 溶 于 酸 
的 蛋白 质 产物 中 ,实验 结果 表明 , 仅 生 成 多 聚 茶 西 贷 酸 ,证 明了 表达 
翻译 成 茱 丙 氨 酸 的 密码 是 UUU。 同 样 分 别 以 多 聚 腺 苷 酸 或 多 聚 胞 
苷 酸 代 替 mRNA 来 合成 蛋白 质 ,结果 只 得 到 多 聚 赖 氨 酸 或 多 聚 且 氨 
酸 ,这 表明 AAA 是 表达 成 赖 氨 酸 信息 的 密码 ,而 CCC 是 有 睛 氨 酸 的 密 
码 。 用 其 它 类 似 实验 方法 多 次 探索 ,已 探讨 清楚 表达 每 一 种 氨基 酸 
的 密码 。 

表 9-1 的 64 种 遗传 密码 中 有 61 种 是 氨基 酸 的 密码 ,其 中 AUG 
不 仅 是 甲 殖 氨 酸 {或 甲 酰 甲 硫 氨 酸 ) 的 密码 ,也 是 “起 始 " 密码 。 
UAA.UAG.UGA 是 表达 终止 的 密码 , 芭 绰 白质 合成 的 终止 信号 ,有 
的 氨基 酸 密码 达 6 种 之 多 。 一般 来 说 ,遗传 密码 是 通用 的 ,不 论 是 病 
毒 ,或 原核 生物 还 是 真 核 生物 都 具有 间 一 套 密码 。 但 有 些 报道 指出 ， 
酵母 链 孢 竹 和 哺 乃 动物 线粒体 的 遗传 密码 有 些 不 同 。 如 在 线粒体 中 
UGA 是 色 氨 酸 的 密码 而 不 是 终止 密码 ;AUA 是 甲 硫 氨 酸 的 密码 ,而 
不 是 异 亮 氨 酸 的 密码 ;CUA 本 是 亮 氨 酸 的 密码 ,但 在 线粒体 中 却 是 
苏 氨 酸 的 密码 。 | 

归纳 以 上 遗传 密码 的 特点 有 :(1) 密 码 子 的 核 苷 酸 排列 方向 与 翻 
译 方 向 (5 一 3 ) 即 mRNA 起 始 信 号 到 终止 信号 的 排列 方向 一 致 ; 
(2) 遗 传 密码 表 具 有 通用 性 , 即 除了 少数 例外 ,从 原核 生物 到 真 核 生 
物 ,甚至 病毒 都 共同 采用 这 套 密码 , 连 大 肠 杆 菌 tRNA 的 反 密 码 子 也 
能 正确 阅读 真 核 生物 血红 蛋白 mRNA 的 密码 子 ,合成 血红 蛋白 ,以 
保证 生物 的 连续 性 ;(3) 除 了 个 别 之 外 ,多 数 的 密码 子 都 对 应 于 相应 
的 氨基 酸 ,几乎 每 种 氨基 酸 都 有 好 几 组 密码 子 , 例 如 , 亮 氨 酸 的 密码 
子 订 有 UUA、UUG、CUU .CUCCUA 和 CUG 六 组 ,说 明 密码 子 存 
在 简 并 性 ,于 是 一 个 密码 子 就 存在 着 使 用 频率 ,如 终止 密码 最 常 使 用 
的 是 UUA ,不 同 生物 的 各 种 氨基 酸 密码 子 可 能 有 不 同 的 选择 ,它们 
会 选择 最 有 效 的 密码 子 。 但 除了 亮 氨 酸 、 精 氮 酸 和 丝氨酸 等 少数 例 
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外 , 简 并 性 往往 仅 涉及 第 三 位 核 苷 酸 的 变动 ,密码 子 的 专 一 性 主要 由 
前 两 个 碱 基 决定 ;(4)DNA 或 mRNA 链 上 这 些 密码 子 的 排列 是 连续 
的 ,每 组 密码 子 间 没有 间隔 符号 ,因此 在 翻译 过 程 必须 有 正确 的 译 读 
起 始点 ,并 逐个 进行 译 读 , 以 保证 釉 译 过 程 读 码 的 连续 性 ,否则 就 可 
能 错 读 ,得 不 到 正确 的 翻译 产物 。 假 如 DNA 或 mRNA 链 上 插 人 或 
缺失 一 个 核 苷 酸 , 也 会 使 以 后 的 翻译 发 生 错 读 , 导 致 产物 结构 改变 。 
这 是 一 种 移 码 现象 。 现 已 发 现 如 吓 啶 黄 等 一 些 物质 能 插入 DNA 模 
板 链 中 引起 这 种 移 码 突变 。 

9.5.2 有 蛋白质 合成 “工场 ”核糖 体 

和 蛋白质 生 物 合 成 是 一 个 极其 复杂 的 过 程 ,项 要 多 种 生物 大 分 子 
的 协同 作用 。 作 为 合成 蛋白 质 * 模 板 "的 mRNA 分 子 , 它 以 其 核 苷 酸 
顺序 按 三 联 体 密码 子 指令 ,向 待 合成 的 蛋白 质 选择 氨基 酸 振 列 顺序 ， 
来 传达 由 DNA 转录 的 遗传 信息 ,运载 各 种 氨基 酸 之 特异 分 子 tR- 
NA , 它 具 有 对 应 于 mRNA 密码 子 的 反 密 码 子 ,依据 碱 基 配 对 的 原 
则 ,为 合成 蛋 刍 质 运 送 相应 的 氨基 酸 ,而 核糖 体 是 蛋白 质 合 成 的 场 
所 ,犹如 蛋白 质 装配 “工场 , 即 多 个 核糖 体 与 mRNA 组 成 的 多 聚 核 
糖 体 上 ,各 种 氨基 酸 在 模板 mRNA 的 指导 下 ,并 在 酶 和 其 它 蛋 白质 
的 参与 下 ,有 秩序 地 依次 以 肽 链 相互 邻接 ,生成 具有 一 定 氨基 酸 排列 
顺序 的 和 蛋白质 。 

(一 ) 放 射 性 同位 素 标 记 的 氨基 酸 跟 踪 实 验 

生物 化 学 工作 者 曾 将 放射 性 同位 束 标 记 的 氨基 酸 注射 到 大 白鼠 
体内 ,经 过 短 时 间 后 ,取出 肝脏 制 成 浆 攻 ,通过 离心 分 离 出 细胞 核 、 线 
粒 体 微粒 体 及 上 清 液 ,分 别 测定 各 部 分 的 放射 往 强 度 ,发 现 微粒 体 
部 分 的 放射 性 强度 最 高 。 在 研究 中 尚 发 现 ,如 果 将 放射 性 标记 的 氢 
基 酸 与 新 制备 的 大 白鼠 肝 之 无 细胞 匀 交 混在 一 起 保温 ,放射 性 标记 
氮 基 酸 也 会 结合 到 微粒 体 的 蛋白 质 中 ,把 带 有 标记 的 微粒 体 部 分 进 
一 步 分 离 后 测 得 结合 的 放射 性 标记 氨基 酸 大 部 分 集中 在 称 作 核 糖 体 
的 核糖 核酸 蛋白 颗粒 中 。 

倘若 用 表面 活性 剂 处 理 微粒 体 ,可 以 将 核糖 体 从 内 质 网 上 分 高 
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出 来 ,超速 离心 后 即 可 获得 纯化 的 核糖 体 ,将 此 核糖 体 与 放射 性 标记 
的 氨基 酸 混在 一 起 ,外 加 ATP、Mg*!? 和 大 白鼠 肝 赃 的 胞 桨 上 清 液 部 
分 ,然后 保温 即 可 合成 肽 链 。 其 它 许多 细胞 如 网 织 红 血球 ,大 有 跌 杆 菌 
等 的 放射 性 网 位 素 标 记 的 跟踪 实验 也 证 明了 核糖 体 是 细 狐 内 和 蛋白质 
合成 的 场所 。 

(二 ) 核 糖 体 的 组 成 与 结构 

核糖 体 是 一 个 球状 核糖 核酸 蛋白 颗粒 、 由 一 大 一 小 的 亚 基 组 成 。 
原核 生物 (例如 大 上 肠 杆 菌 ) 的 核糖 体 是 由 沉降 系数 各 为 50S 和 30S 的 
亚 基 所 组 成 。50S 的 大 亚 基 含 23S rRNA 和 SS rRNA 各 一 分 子 , 还 
合约 34 种 蛋白 质 。30S 小 亚 基 含 一 分 子 16S rRNA 和 约 21 种 蛋白 
质 。 上 述 55 种 重 白 质 中 除了 两 种 蛋白 质 尚未 完全 测 得 氨基 酸 排列 
顺序 外 ,其余 的 和 3 种 rRNA 的 一 级 结构 几乎 全 部 揭示 。 大 肠 杆 菌 
的 核糖 体 化 学 结构 即将 研究 清楚 。 表 9-2 概括 了 核糖 体 的 组 成 和 某 
些 性 质 。 在 原核 细胞 中 核糖 体 或 以 游离 状态 存在 或 与 mRNA 缔 合 ， 
平均 含有 15000 个 核糖 体 /每 个 细胞 。 


表 9-2 扶 精 体 的 组 成 和 某 些 性 质 


| SS (40000 , 120) 
23S(1. x 105,3000) 


29nm |50S MW = 1.8 10° 
70S 


0S MW= [ x I 
| 16S(5.5x 10 ,1500) 


真 核 生物 


32nm |60S MW = 3 x 105 
80S 

约 22nm 
MW = 4500000 


28S(1.4> 10 ,5000) 
5.8S(——,160) 
18S( 约 7X10 ,2000) 


| (40000,120) 


40S MW = 1.5x 105 
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真 核 细胞 的 核糖 体 由 沉降 系数 各 为 60S 和 40S 的 两 个 亚 基 所 组 
成 ,60S 大 亚 基 含 28S rRNA,SS rRNA 各 一 分 子 和 约 45 种 蛋白 质 ， 
哺乳 动物 的 大 亚 基 还 合 5.8S :rRNA。40S 小 亚 基 会 18S rRNA 和 约 
33 种 蛋白 质 。 每 个 细胞 含有 10s —10' 个 核糖 体 ,或 以 游离 状态 存 
在 ,或 和 内 质 网 结合 。 真 核 细胞 的 线粒体 和 叶绿体 中 也 含有 核糖 体 ， 
其 组 成 近似 于 细菌 . 放 线 菌 , 蓝 绿 藻 等 原核 生物 的 核糖 体 , 没 有 5.8S 
RNA 成 分 。 

(三 ) 核 糖 体 结构 图 解 与 mRNA tRNA 在 合成 中 相互 关系 

核糖 体 可 作为 一 个 分 子 机 构 , 具 有 许多 配合 部 分 以 选择 参与 重 
白质 合成 的 各 个 组 分 ,并 参与 识别 多 肽 链 的 启动 ,延伸 和 终止 的 各 种 
因子 ,以 调度 其 沿 含 遗传 信息 之 mRNA 逐步 “移动 "。 图 9-19 S H: 
核糖 体 的 肽 基部 位 和 毛 栈 基部 位 在 50S 亚 基 上 ,结合 mRNA 的 部 位 
在 大 小 亚 基 间接 触 面 上 。 核 糖 体 上 还 有 结合 起 始 因子 ,延长 因子 , 释 
放 因 子 ,终止 因子 和 各 种 酶 的 部 位 。 


氨 旷 基部 位 
(A 部 位 ) 


密码 子 


图 9-19 大 上 肠 杆菌 核糖 体 结构 的 图 解 示意 
(aa 代表 各 种 气 基 酸 残 基 )} 


在 蛋白 质 生 物 合成 时 , 核糖 体 必须 先 和 mRNA 结合 ,并 在 合成 
过 程 中 沿 mRNA 以 两 者 相反 方向 逐步 移动 ,每 次 相对 移动 距离 相当 
于 一 个 密码 子 。 
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在 合成 过 程 中 ,tRNA 根据 密码 子 和 反 密 码 子 碱 基 配 对 的 原则 
运载 着 相应 的 氨基 酸 和 mRNA 结合 ,同时 tRNA 也 和 核糖 体 结合 。 
在 核糖 体 上 有 了 两 个 和 tRNA 结合 的 不 同位 点 ,一 个 专门 接纳 新 参 人 
的 氮 酰 tRNA, 称 为 氨 酰 tRNA 结合 位 点 ,又 称 A 位 点 ; 另 一 个 则 与 
延伸 中 的 肽 酰 tRNA 结合 , 称 为 肽 酰 tRNA 结合 位 点 ,又 称 P 位 点 。 
它们 都 占有 三 个 核 苷 酸 ( 即 一 个 密码 子 ) 的 空间 位 置 。 

(四 ) 转 移 RNA 的 作用 

天 然 蛋白 质 在 生物 合成 过 程 中 的 20 种 氨基 酸 都 需 有 自己 特定 
的 tRNA 进行 运送 ,而 一 种 氨基 酸 常 可 有 数 种 tRNA 运送 。 这 就 造 
成 tRNA 的 种 类 达 数 十 种 之 多 。 它 们 在 ATP 提供 自由 能 以 及 酶 的 
催化 下 ,可 分 别 与 特定 的 氨基 酸 结 合 。 并 且 每 个 tRNA 都 有 一 个 由 
三 个 核 苷 酸 组 成 的 特殊 反 密 码 子 ,能 根据 碱 基 配 对 原则 与 mRNA 上 
对 应 的 密码 子 相 结合 。 于 是 各 个 tRNA 带 着 其 所 选择 的 不 同 氨基 
酸 , 较 准确 地 依次 与 mRNA 分 子 上 密码 子 相 结合 ,促使 氨基 酸 按 一 
定 顺 序 排列 合成 蛋白 质 。 


9.6 有 蛋白质 生 物 合 成 的 翻译 机 制 


生物 合成 蛋白 质 的 翻译 机 制 较 复杂 ,整个 过 程 需要 tRNA .mR. 
NA ,核糖 体 , 有 关 各 种 蛋白 质 因 子 等 约 200 种 生物 大 分 子 参 加 的 协同 
作用 , 表 9.3 归纳 了 大 肠 杆菌 蛋白 质 翻 译 过 程 中 所 需 的 主要 成 分 。 蛋 
白质 合成 的 翻译 过 程 大 致 上 归 为 四 个 阶段 :( 一 ) 氨 基 酸 的 激活 ;{( 二 ) 
肽 链 合 成 的 启动 (三 ) 肽 链 的 延伸 ; (四) 翻译 的 终止 和 看 白质 的 释放 。 
393 大 肠 杆 菌 蛋白 质 翻 译 过 程 中 所 短 的 主要 成 分 
阶 E: 主要 参与 成 分 


” 氨基酸 的 激活 氨基 酸 
tRNA 


| 氨 栈 -tRNA 合成 酶 
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YL EPE ~ . s — —  — ' s 


续 表 


主要 参与 成 分 


ATP,Mz t 
甲 酰 甲 硫 握 酰 -tRNA 

mRNA 的 起 始 密码 (AUG) 

30S 和 50S 核糖 体 亚 基 

Ete (IF, ,IF: 和 IF.) 

GTP.Mg t 

70S 核 精 体 

mRNA 的 者 译 信 息 密 码 

氨 酰 -4RNA 

延长 因子 (EFTu,FFTs É EFG) 

GTP, Me 

70S 核糖 体 

mRNA 的 终止 密码 (UAA,UAG 及 UGA) 
释放 因子 (Ri ,Rz ,Rs ,RR) 

GTP, Mg 

脱 甲 酰 酶 及 氨 肽 酶 


腑 链 延 伸 


终止 与 释放 


9.6.1 和 氨基酸 的 激活 

游离 的 氨基 酸 在 结构 上 没有 识别 mRNA 上 密码 子 的 相应 反 密 
码 子 ,也 不 具备 越过 势 垒 而 和 披 此 间 有 直接 反应 形成 肽 键 的 活化 能 条 
件 , 因 此 参与 蛋白 质 合 成 的 氨基 酸 必须 先 由 特异 的 活化 酶 体系 激活 ， 
并 和 相应 的 tRNA 结合 ,形成 氨 酰 tRNA 才能 参与 蛋白 质 合成 反应 。 

激活 氨基 酸 的 特异 酶 系 是 各 种 相应 的 氨 栈 tRNA 合成 酶 ,在 它 
的 作用 下 ,可 催化 相应 的 氨基 酸 羧 基 与 tRNA 3 -OH 缩合 生成 氨 酰 - 
tRNA 而 被 活化 , 即 


HOC( =O)CH(NH,)R + ATP W.Ma. 


[ ATP-HOOCC(NH,)HR ] - Ë 
过 渡 态 络 合 物 
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—[ AOP( = O) (OH)OC( = O)C(NH, )HRJ)8š + PPi 
SE 805 S 31 Nk -A VP 焦 磷 酸 
[ AOP( = O)(OH)OC( = O)C( NH, )HR JBËË8 + tRNA — 


RCICNH )HC( =O) — :RNA + AMP + Ë$ 

tRNA 是 由 80 4" Z Ar 1 Ë É8 833 pu RRX42y T- P Bt #3j 22 25000 的 
RNA 分 子 , 它 具有 三 叶 草 型 的 构 型 ,3 - 端 都 以 -CCAGOH 接 尾 ,35 - 端 
一 般 是 PG。 各 种 tRNA 分 于 结构 中 都 有 相应 的 反 密 码 子 ,以 便 能 识 
别 mRNA 上 的 对 应 密码 子 和 保证 在 蛋白 质 合 成 过 程 中 运送 适当 的 
人 气 基 酸 。 

由 于 tRNA 合成 酶 具有 很 高 的 专 一 性 ,所 以 各 种 氨基 酸 是 需要 
各 自 的 组 成 很 不 相同 的 专 一 合成 酶 催化 活化 的 ,对 于 真 核 细 胞 ,每 种 
氨基 酸 常 有 一 个 以 上 专 一 的 合成 酶 。 氨 基 酸 被 活化 后 变 为 高 能 形 
式 ,并 转移 到 tRNA 分 子 上 。 

9.6.2 翻译 的 启动 

在 氨基 酸 活化 后 ,第 一 个 合成 启动 的 通常 是 甲 硫 氨 酸 ,而 参与 合 
成 启动 的 甲 硫 氨 酸 运载 体 是 下 NANWMe ,所 以 在 真 核 细胞 中 参与 启动 
的 氨 酰 tRNA 是 Met-tRNAKMet , 即 

Met+ tRNAW + ATP ——Met — tRNAÀM= + AMP + PPi 
在 原核 生物 中 甲 硫 氨 酸 需要 甲 酰 化 , 即 由 甲 酰 化 酶 催化 形 戒 的 甲 酰 
甲 硫 氨 酰 -tRNA( 简 记 为 fMet-tRNAMet) 就 能 参与 翻译 的 启动 , 即 
Met + NO — CHO-FH; + tRNAM: + ATP. 
—*f"Met— tRNA + AMP + PPi + FH 

研究 发 现 ,大 肠 杆 菌 的 粗 提 取 液 中 加 入 甲 硫 氮 酸 , 特 别 是 甲 酰 甲 硫 氢 
酸 会 很 大 程度 上 促进 蛋白 质 的 合成 。 以 后 的 实验 证 明 ,原核 生物 和 蛋 
白质 的 合成 是 从 活化 的 甲 酰 甲 硫 据 酸 开始 的 。 

在 翻译 启动 时 还 需要 一 些 多 条 肽 链 组 成 的 启动 因子 ,关于 原核 
生物 中 的 启动 因子 是 IF, IF, 和 IFI。 对 于 真 核 生物 则 是 elF; 、elF;、 
elF; .elFun \eIFsp s elF,cselF,p#l eIFs 

在 蛋白 性 质 的 启动 将 子 IF, IF,.1F, 和 Mg 存在 下 ,tRNA 载 
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着 甲 酰 甲 硫 氨 酸 (fMet-tRNAte) 装 配 到 附 在 mRNA 处 的 核糖 体 305 
小 亚 基 上 ,并 与 GTP 结合 生成 起 始 复合 体 30S-mRNA 'fMet ° tR- 
NAMtGTP 而 释放 出 IF3。 接 着 ,伴随 GTP 的 水 解 ( 生 成 GDP 和 
Pi) 和 核糖 体 的 50S 大 亚 基 参加 结合 , 便 生 成 {Met* tRNA:mRNA。 
70S 的 启动 络 合 物 而 释放 出 IF 、IFz。 


:RNAMI 


1. IE — 1.2.3 
小 亚 基 30S 


| ver 
£ % mRNA 


— mRNA 
5 1 2727777772 27277777777772Y222277727272Z2A 3 
TH SI 7 A UG 


识 判 起 始 密 码 
N GDP 十 Pi,IF; 


Mg:+ 


人 ?OSr RN A 
3" 2222222272 7 7 TT TT TT TT 3⁄ 
图 9-20 翻译 启动 示意 
IF; 释放 前 在 其 中 的 作用 很 可 能 是 阻止 小 亚 基 和 大 亚 基 过 早 地 
结合 ,协助 mRNA 的 5 - 端 和 16S tRNA 的 3 - 端 结合 ,使 mRNA IE 


=H LT + 
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确定 位 ,并 可 能 在 [Fi 协同 作用 下 促进 mRNA 在 翻译 启动 区 形成 适 
合 的 高 级 结构 ,以 便 起 始 密码 AUG 能 容易 地 被 fMet-tRNAMe 所 识 
曾 ,IF,( 可 能 述 有 IF; 协同 作用 ) 的 作用 是 促进 核糖 体 70S 和 附着 的 
mRNA 及 与 起 始 密 码 AUG 配对 的 f*Met-tRNAM' 形成 上 上述 的 启动 
络 合 物 。 

当 大 亚 基 与 小 亚 基 结合 形成 一 个 功能 完全 的 核糖 体 , 所 有 和 和 小 
平 枯 结 合 的 启动 因子 (IF 、IF; 等 ) 完 全 脱 去 ,此 时 f'Met*tRNA 占据 
了 核糖 体 上 肽 基部 位 (P 部 位 ), 并 空 出 A 部 位 准备 接受 下 一 个 氨 酸 
tRNA 以 进行 肽 链 的 延伸 。 图 9-20 示 出 了 翻译 启动 步骤 。 

在 翻译 启动 时 , 还 发 现 一 种 专 一 于 甲 硫 氨 酸 的 tRNA, 它 可 能 的 
主要 作用 是 作为 肽 链 内 甲 硫 氨 酸 的 载体 ,以 tRNAM: 符号 代表 之 。 

9.6.3 用 链 的 翻译 延伸 

启动 过 程 完成 后 ,核糖 体 上 空 出 的 A 部 位 将 接受 新 的 氨 栈 -tR- 
NA ,而 P 部 位 上 (f)Met 将 转 位 A 部 位 进行 肤 链 延伸 ,此 过 程 约 可 分 
三 步骤 ,由 图 9-21 示意 ,每 步 都 需要 在 相应 的 作用 因子 促进 下 完成 。 

第 一 步 ,在 原核 生物 中 需要 的 延伸 因子 是 EF-Tu 和 EF-Ts, 在 
真 核 细胞 中 需要 类 似 的 延伸 因子 EF-1。 和 EF-l; 参加 。 例 如 在 原核 
生物 中 的 EF-Tu 延伸 因子 具有 很 高 专 一 性 ,能 和 GTP 及 氨 柑 -t+RNA 
( 即 aa-tRNA) 结 合 ,并 将 氨 栈 -tRNA 引 人 A 部 位 ,由 新 氨 酰 -tRNA 
识别 相应 的 密码 子 而 定位 。 

70S-mRNA°(Met-tIRNAPEt + aa — (RNA EFF — TusGTP — 

70S:mRNA'fMet — tRNA aa — IRNA + EF — Tu-GDP + Pi 
80S-mRNA-Met- tRNA +aa —(RNA-EF—- LL :GTP—— 
80S:mRNA: Met ~ IRNA-aa — tRNA + EF —1, * GDP + Pi 
土 述 第 一 步 完 成 后 ,EF-Tu'GDP ña fE EF-Ts 和 GTP 的 作用 下 变 回 
EF-Tu'GTP ,才能 重新 发 挥 作用 。 
EF ~ Tu-GDP + EF — Ts ——-EF —- Tu*EF —- Ts + GDP 
EF— Tu*EF— Ts+ GTP ——=EF —- Tu-GTP+ EF — Ts 
随后 ,第 二 步 是 占据 P 部 位 的 {Met-tRNA{ 或 者 已 形成 的 肢 链 - 
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tRNAJ) 在 S0S 大 亚 基 上 的 转 肽 酶 催化 下 ,fMet 脱离 相应 的 tRNA ,并 
以 其 羧基 和 进入 A 部 位 的 氨 酰 -t+RNA 上 和 氨基 形成 肽 键 , 于 是 在 A 部 
位 处 产生 肽 酰 -tRNA, 而 了 部 位 上 的 tRNA 脱落 。 

肽 酰 转 称 酶 (简称 转 赎 酶 ) 是 核糖 体 大 亚 基 的 组 成 成 分 ,它们 结 
合 很 紧密 ,发 挥 作用 时 需要 较 高 的 K ”浓度 。 

R ICH(NH,)C( = O) * P f% -tRNAR + RsCH(NH;)C( =O)*A f#-tRNA—— 
IRNARP ÍË# + RICH(NH,)CO — NHCH(R.;)C( = O) -A i£ *tRNA 

在 原核 生物 和 真 核 细 胞 中 转 肽 形成 肽 键 以 延伸 肽 链 的 过 程 基本 上 相 
问 。 

喷 叭 登 素 和 氮 酰 tRNA 的 结构 示意 如 下 : 


嗓 叭 短 素 
由于 和 它们 在 结构 上 很 相似 , 嘎 叭 霉 素 在 肽 酰 转 移 酶 催化 下 可 形成 肽 
栈 叮 叭 霉 崇 络 合 物 ,而 易 从 核糖 体 上 脱落 ,致使 肽 链 的 延伸 受到 抑 
制 。 

肘 链 形成 后 的 第 二 步 豫 是 移 位 过 程 , 此 时 在 转 位 酶 催化 和 GTP 
水 解 供 能 以 及 延伸 因子 EFTs 与 EFTu 也 参与 下 ,P 部 位 上 原 有 留 下 
的 tRNA 被 释放 出 来 ,核糖 体 沿 mRNA 作 5' 一 3' 方 向 的 相对 滑动 ， 
携带 着 肽 基 的 tRNA 从 A 部 位 移 到 了 P 部 位 ,或 者 说 生成 的 肽 栈 
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tRNA 从 人 部 位 转 人 了 部 位 ,每 次 移 位 距离 为 3 个 核 苷 酸 ( 即 相 当 于 
一 个 密码 子 ) ,于 是 下 一 个 密码 进入 A 部 位 ,使 空 着 的 A 部 位 又 可 接 
受 第 三 个 相应 的 氨 栈 -tRNA 占 位 。 

以 后 肽 链 上 等 增加 一 个 氨基 酸 残 基 , 便 按 照 新 氨 酰 -tRNA 进入 
A 部 位 ( 占 位 ) ,继而 形成 新 肽 键 转 肽 ,随后 P 部 位 上 tRNA 在 转 肽 后 
脱落 ,接着 核糖 体 移 位 而 带 肽 链 的 tRNA 转 位 至 P 部 位 ,腾空 了 A 
部 位 ,进行 着 循环 重复 过 程 ,直至 肽 链 延 伸 至 必需 的 一 定 长 度 。 

转 位 醇 在 原核 生物 中 相当 于 延伸 因子 EF-G, 因 此 又 称 G 因子 ， 
在 真 核 组 胞 中 相当 于 EF-2 ,不 过 易 受 白喉 毒素 排 制 而 失去 活性 。 它 
是 琉 基 电 白 ,对 GTP 有 强 的 亲和力 , 转 位 过 程 需 要 的 能 量 即 由 GTP 
水 解 提 供 。 

大 肠 杆 菌 中 肽 链 的 延伸 速度 约 20 个 氨基 酸 残 基 / 秒 ,而 真 核 细 
胞 中 约 为 1 个 氨基 酸 残 基 / 秒 。 

9.6.4 肽 链 合 成 的 终止 和 释放 

肽 链 合 成 的 终止 是 由 mRNA 链 上 终止 密码 子 指导 的 ,已 知 终止 
密码 子 有 3 种 :UAA、UAG 及 UGA。 终 止 反 应 在 原核 生物 中 需要 3 
种 辅助 因子 ,RF-1 因子 能 识别 UAA 和 UAG ,REF-2 会 识别 UAA 和 
UGA,RF-3 具有 GTP 酶 活 人 性 ,能 激活 RF-1 和 RF-2 ,促进 释放 多 上 肘 
链 的 速度 ,所 以 三 者 又 称 释 放 因子 。 在 真 核 细 和 胞 中 辅助 因子 为 一 个 
RF。 

图 9-22 示 出 可 能 的 终止 合成 和 释放 的 机 制 。 当 其 链 延 伸 到 一 
定 长 度 ,mRNA 上 某 一 终止 密码 子 进 入 A 部 位 , 即 被 有 关 释 放 因 子 
识别 而 和 终止 密码 子 结合 ,导致 新 的 氨 酰 -tRNA 不 能 再 进 人 A 部 位 
而 终止 了 延伸 反应 。 此 时 终止 密码 子 与 释放 因子 的 结合 反应 进一步 
影响 钛 本 转移 酶 对 了 部 位 上 的 催化 转 航 作用 而 变 成 催化 水 解 作 用 ， 
使 P 部 位 上 多 肽 链 与 tRNA 之 间 的 酯 键 加 水 脱 开 。tRNA 从 了 部 位 
上 脱落 ,游离 肽 链 进 和 人 细胞质。 同时 mRNA 和 释放 因子 等 也 相继 脱 
离 核 糖 体 ,核糖 体 解体 为 30S 和 50S 两 亚 基 ,上 述 蛋白 质 分 子 的 翻译 
终止 ,而 30S 和 50S 两 亚 基 将 进行 另 一 新 蛋白 质 分 子 的 翻译 合成 。 
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图 9-21 翻译 延伸 示意 图 9-22 
以 上 所 述 的 是 单个 核糖 体 上 翻译 肽 链 的 情况 ,实际 上 生物 体内 
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常 是 多 个 核糖 体 同 时 与 同 -mRNA 相 结合 ,每 个 核糖 体 均 按 上 述 翻译 
过 程 在 mRNA 模板 指导 下 ,各 自 进行 肽 链 的 合成 。 现 已 了 解 生 物体 
内 的 各 种 mRNA 有 长 有 短 ,例如 ,合成 血红 蛋白 多 肽 链 的 mRNA 分 
子 较 短 ,能 结合 5 一 6 个 核糖 体 , 合 成 肌 球 重 扬 冤 肽 链 的 mRNA 较 
大 ,可 结合 50 一 60 个 核糖 体 。 所 以 不 同 长 短 的 mRNA 可 以 同时 合 
成 不 同 数量 又 不 同 长 短 的 肽 链 。 

蛋白 质 翻 译 合成 是 生物 体内 耗 能 最 高 的 生物 合成 过 程 之 一 , 通 
常 每 合成 一 个 肽 链 至 少 需要 消耗 4 个 高 能 磷酸 键 ,其 中 有 二 个 高 能 
磷酸 键 是 GTP 一 GDP 反应 供 能 ,分 别 用 于 氨 酰 -tRNA 与 核糖 体 A 
部 位 的 结合 和 促进 核糖 体 沿 mRNA 的 移 位 ,还 有 二 个 一 般 是 ATP 
中 高 能 磷酸 键 (ATP-~>AMP + PPi) 供 能 消耗 于 形成 氨 栈 -tRNA 的 过 
程 中 。 

9.6.5 蛋白 质 生物 合成 的 调控 

蛋白质 生 物 合成 会 受到 多 种 因素 例如 激素 营养 条 件 .转录 . 翻 
译 及 翻 详 后 加 工 等 各 种 水 平 上 的 调控 。 研 究 发 现 ,原核 生物 除了 转 
录 调 控 外 ,翻译 调控 也 起 着 重要 作用 。 当 一 种 生物 的 核糖 体 蛋 白 基 
因 引 入 大 肠 杆 菌 时 ,密码 翻译 该 蛋白 的 mRNA 量 会 很 快 上 升 ,而 和 蛋 
已 质 本 身 合成 的 速率 却 很 少 改变 ,这 瞳 示 该 蛋白 对 mRNA 翻译 的 反 
馈 阻 过 。 当 游离 的 核糖 体 蛋 白 加 入 非 细胞 蛋白 合成 系统 时 ,会 专 一 
地 阻 过 密码 该 蛋白 之 mRNA 的 翻译 ,进一步 表明 过 量 的 产物 和 蛋白质 
会 专 一 地 和 密码 的 mRNA 5' 端 特定 顺序 结合 ,反馈 地 阻止 自身 的 合 
成 。 这 是 一 种 翻译 水 平 上 的 调控 。 对 于 真 核 细 胞 ,翻译 水 平 的 调控 
表现 在 重 白 质 合成 总 速率 的 控制 上 。 

在 研究 内 质 网 提取 液 对 血红 蛋白 亚 基 的 合成 实验 中 还 发 现 , 当 
血红 素 不 存在 时 ,这 种 亚 基 的 合成 便 会 受阻 , 即 真 核 生 物体 内 eIF-2 
激酶 能 催化 elF-2 电 上 白质 翻译 启动 因子 进行 磷酸 化 ,促使 正常 情况 
下 具有 启动 活性 的 eIF-2 失去 活性 ,该 激酶 又 受 由 cAMP 影响 的 另 
一 激酶 的 控制 ,通常 血红 素 抑 制 着 该 激酶 系统 的 活性 , 若 血 红 素 缺乏 
时 ,这 激酶 系统 呈现 出 活性 ,elIF-2 便 可 逆 地 磷酸 化 失 活 , 血红蛋白 翻 
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译 合成 受阻 。 

蛋白 质 生物 食 成 除了 受到 生理 运行 上 的 调控 外 ,还 可 遭受 某 些 
抑制 剂 例 如 一 些 抗菌 素 或 毒 重 白 等 的 抑制 。 在 抗 昔 素 中 有 的 对 原核 
生物 是 专 一 的 ,有 的 却 专 一 于 真 核 细胞 的 翻译 合成 系统 。 四 环 素 
(tetracycline ) 等 能 专 一 抑制 氨 酸 -tRNA 和 30S 的 结合 ; St EE 3 
(streptomycin) F 那 餐 素 (kanamycine) 等 却 专 一 地 和 30S 结合 ,改变 
核糖 体 的 构象 ,导致 误 读 ;而 氯 霉 素 (chloromycetine) 则 能 与 50S 结 
合 , 阻 碍 70S:mRNA 络 合 物 上 肽 链 的 生成 ;前 述 类 似 氨 酰 tRNA 的 
味 叭 霉 素 ,能 引起 肽 链 不 成 熟 释 放 。 高 效 杀 霉 菌 剂 放 线 菌 酮 (化 学 名 
亚 胺 环 己 柄 ,cycloheximide) 能 专 一 地 和 80S 结合 ,抑制 真 核 生物 的 
肤 酰 转移 酶 。 众 所 周知 的 白喉 毒素 是 一 种 使 sEF-2 失效 的 毒 重 蝗 。 
还 有 一 种 苑 麻 蛋 白 可 使 60S 失效 。 


9.7 有 蛋白质 的 翻译 后 加 工 


Hi mRNA 翻译 所 得 的 多 上 肽 链 , 大 多 数 是 无 功能 活性 的 人 蛋白质， 
往往 还 需要 经 过 各 种 方式 的 番 译 后 加 工 才能 变 为 有 一 定 生物 功能 活 
性 的 蛋白 质 。 根 据 已 发 现 的 翻译 后 加 工 可 归纳 为 以 下 几 种 : 

9.7.1 水 解 加 工 

蛋白 质 的 翻译 后 加 工 的 普 访 又 主要 的 一 类 方法 是 水 解 。 

多 肽 链 N- 端 ( 甲 枚 ) 甲 硫 毛 酸 是 肽 链 翻 译 合成 的 起 始 氨基 酸 , 往 
往 是 在 肽 链 合成 后 ,首先 由 脱 甲 栈 基 酶 和 甲 硫 氨 酸 氨 肽 酶 催化 水 解 


除去 ,促使 肽 链 形成 所 需要 的 构象 : 


mat gum T 328 o. 甲 硫 氨 酸 圾 
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甚至 在 氨 肽 酶 作用 下 会 切除 掉 多 个 N. 端 氨基 酸 。 在 真 核 生物 中 , 常 在 

肤 链 的 部 分 还 未 完全 合成 时 , 便 已 将 六 端的 甲 硫 氨 酸 水 解 切除 下 来 。 
大 多 数 分 泌 和 蛋白 与 膜 糖 蛋 白 ,在 N- 端 一 般 都 有 一 小 段 由 20 一 30 
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个 氨基 酸 组 成 的 前 "Pre- 顺序 ,其 中 含 8 一 10 个 强 玖 水 性 的 氨基 酸 ， 
这 段 肽 被 称 为 信号 肘 , 其 作用 是 有 助 于 主体 蛋白 穿 过 磷脂 屋 , 分 小 到 
膜 外 ,完成 分 泌 的 穿 透 过 程 中 即 被 信号 然 酶 水 解 切除 , 即 

信号 肽 一 主体 蛋白 -信号 肘 梧 , 信号 肽 + 主体 蛋白 


信 生 肽 段 信号 改 酶 , 氨基 匡 


9.7.2 有 蛋白质 (或 酶 原 ) 的 激活 

在 通常 情况 下 ,有 些 特定 生理 功能 的 蛋白 质 激素 和 酶 是 以 原 
“Pro-, -ogen 的 形式 存在 ,没有 呈现 出 功能 性 质 。 但 在 需要 时 ,会 通 
过 水 解 切 去 具有 阻 过 性 质 的 肽 段 部 分 ,而 变 为 功能 态 结 构 。 例 如 , 胰 
岛 素 是 由 胰 脏 细胞 膜 结合 多 核糖 体 合成 的 ,其 初 产物 为 胰岛 素 诛 前 
体 , 它 是 由 24 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 信号 肽 和 81 个 氨基 酸 残 基 分 三 
段 (ABC 参见 图 9-23) 组 成 的 胰岛 素 原 衔接 而 成 。 分 被 时 先 由 信 
号 肽 酶 作用 切除 信号 肤 段 ,随后 再 由 蛋白 酶 类 和 闭 肘 酶 BB 等 协同 作 
用 切 去 31—59 之 间 的 肽 段 C, 生 成 成 熟 而 有 特定 构象 的 胰岛 索 是 由 
两 对 二 硫 键 连接 A 与 B 两 肽 段 组 成 的 。 
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胰岛 束 原 前 体 BE t 3 5: BE tt 3 


图 9-23 ”胰岛 素 原 前 体 后 加 工 
9-24 是 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 原 后 加 工 活 化 的 示意 。 此 酶 原 是 由 245 
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个 氨基 酸 残 基 组 成 ,在 五 对 二 硫 键 连接 下 使 肽 链 形成 一 定 构象 的 无 
活性 形态 。 当 在 胰 蛋 白 酶 作用 下 切 开 15 一 16 残 基 , 就 会 由 无 活性 形 
态 转变 成 有 活性 的 x- 胰 凝 有 她 蛋白 酶 形态 。 再 在 胰 凝 乳 蛋 白 酶 作用 
下 转变 为 o- 胰 凝 乳 蛋白 酶 等 活性 形态 。 

x ü —— = wanaswm 


]wa 58 


ü [s — 25] z- B 32L8 H 88 
l BOE 3, IR s 58 (活化 ) 
lie 
a Me en 


me 9 s= z] s— BELEGE 


(有 活性 ) 
人 Ile Tyr 
A 链 B 链 cm 


图 9-24 BEGWESUEFIBSIRTS trae 


SE EIB 19815 2 fE 1 98 BS ( SU ERHS KES BS EFI F , 移 去 胰 蛋 
白 酶 原 N-T Val .Asp.Asp ,Asp、Asp、Lys zS IK Jš RK 3 238 FE JBS ZE Fa 
酶 。 

9.7.3 ”修饰 

肽 末端 的 乙酰 化 ,或 者 酰胺 化 是 后 加 工 中 最 简单 的 修饰 类 型 。 
当 大 肠 杆菌 核 糖 体 蛋白 L7/L12 全 部 乙酰 化 时 ,细菌 的 生长 速率 会 
发 生变 化 。 

吏 酸 化 、 腺 华 酰 化 等 这 类 修饰 通常 与 功能 蛋白 如 酶 等 的 活性 调 
节 有 关 。 其 中 了 解 最 多 的 是 磷酸 化 ,这 类 可 逆 的 共 价 修饰 与 脱 磷酸 
化 进行 的 酶 活性 调节 , 现 概括 如 下 : 

B+ Np ABS pa + nNDP 
碰 酸 蛋白 磷酸 酯 酶 


Bš — Pn +nH;O 酶 + nPi 
式 中 ”NTP 一 一 代表 核 董 三 磷酸 ; 
Pi 一 一 代表 无 机 磷酸 。 
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例如 , 催化 糖 元 (葡萄 糖 ,) + 磷酸 一 和 莘 萄 糖 -1- 磷 酸 + 糖 元 (葡萄 
糙 。,) 的 糖 元 磷酸 化 酶 ,可 以 a 与 b 两 种 形式 存在 。 在 正常 生理 条 
件 下 ,该 酶 b 的 别 构 位 点 被 ATP 竞争 性 结合 代替 了 AMP 而 使 之 失 
去 活性 , 它 在 磷酸 化 酶 激酶 等 组 成 的 酶 体系 催化 下 ,可 以 转变 为 磷酸 
化 酶 a, 该 酶 a 在 正常 生理 条 件 下 无 需 结合 AMP 也 具有 完全 的 活 
性 。 磷 酸化 酶 a 通过 磷酸 化 酶 的 磷酸 酯 酶 催化 也 可 道 转变 为 该 酶 
bo 

M 8 ye 5 (k 42 Hi , JÜ BE Bh 2, N2 BJ ye 36 4k, HHX Bz a #E EA rh 16 
氨 酸 和 赖 氮 酸 的 羟基 化 有 增加 其 稳定 性 的 效应 ,这 可 能 和 改变 蛋白 
质 结构 有 关 。 

在 真 核 细 胞 中 蛋白质 的 糖 荫 化 比较 普遍 ,许多 分 泌 蛋 白 和 膜 蛋 
日 都 是 糖苷 化 了 的 糖 蛋 白 。 糖 蛋白 生物 合成 过 程 很 复杂 , 糖 昔 化 的 
连接 方式 有 两 种 类 型 :一 种 是 糖苷 基 连 于 丝氨酸 或 苏 氨 酸 的 羟基 为 
CO- 连接 型 ,糖苷 链 短 (一 般 仅 1 一 3 个 糖 残 基 ); 另 一 -种 是 糖苷 基 连 于 
大 冬 酰 胺 的 氨基 上 为 N- 连 接 型 。 糖 苷 化 修饰 在 肽 链 延 什 阶 段 就 开 
妈 了 。 糖 苷 化 有 关 酶 存在 于 内 质 网 膜 上 。 

某 些 酶 在 其 表达 功能 时 ,需要 血红 素 , 硫 辛酸 或 磷酸 吡 哆 等 辅 基 
的 缔 合 ,多 肽 链 合成 后 和 它们 常 以 络 合 物 形式 存在 。 

9.7.4 二 硫 键 的 形成 

信使 RNA 含有 的 UGU.UGC 是 密码 半 胱 氨 酸 ,而 没有 指令 胱 
氮 酸 参 人 肽 链 顺 序 结构 的 密码 子 。 二 疲 键 应 是 合成 的 多 肽 链 中 两 个 
半 胱 氨 酸 残 基 的 侧 硫 氨基 间 通 过 氧化 形成 的 。 二 硫 键 的 形成 对 增加 
和 蛋白质 的 稳定 性 和 形成 一 定 的 空间 高 级 结构 有 着 重要 作用 。 在 高 等 
生物 中 二 硫 键 主要 存在 于 分 小 蛋白 、 膜 蛋白 和 某 些 结构 蛋白 。 二 硫 
键 的 形成 反应 是 由 蛋白 质 二 硫 刍 还 原 酶 的 催化 ,和 有 和 氧化 型 谷 胱 甘 
肽 4GSSG) 为 氧化 剂 的 参与 。 该 键 形成 过 程 往往 是 和 肽 链 延 伸 同 时 
进行 的 。 
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当 生 命 物 质 核酸 的 复制 合成 ,转录 与 反 向 转录 和 焦 白 质 的 翻译 
合成 ,以 及 它们 接受 酶 水 平 上 的 调控 与 组 成 生物 的 最 基本 单元 一 一 
细胞 水 平 上 的 调节 ,其 至 激素 水 平和 更 高 级 的 神经 水 平等 生理 上 调 
节 , 构 成 了 生物 机 体内 一 个 完整 统一 的 新 陈 代谢 过 程 ,使 能 维护 生命 
的 正常 运行 ,而 使 生物 的 遗传 性 状 得 以 延续 。 然 而 机 体内 各 种 新 陈 
代谢 的 反应 过 程 是 密切 地 相互 作用 与 相互 制约 的 ,并 有 规律 地 引起 
机 体 的 振荡 效应 ,从 而 保证 了 生命 的 持续 活动 。 如 果 由 于 某 些 内 因 
或 外 源 造 成 某 一 方面 新 陈 代谢 的 亢进 或 阻 过 ,将 会 引起 生理 失调 , 导 
致 机 体 产生 疾患 或 者 甚至 严重 的 生命 活动 障碍 ,这 是 值得 人 们 注意 
的 。 
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第 十 章 ” 维 生 素 和 辅酶 及 激素 的 结构 与 性 能 


10.1 维生素 .辅酶 和 激素 简介 


维生素 是 人 们 维持 生命 活动 所 必需 的 七 大 营养 素 ( 蛋 白质 、 脂 
肪 碳水 化 合 物 .维生素 .无 机 盐 、 氧 气 和 水 ) 之 一 ,是 一 类 调节 生物 正 
常生 长 与 代谢 的 不 可 缺少 的 微量 小 分 子 有 机 物 。 人 与 高 等 动物 本 身 
一 般 不 能 合成 ,必须 从 食物 中 摄取 。 如 果 机 体 缺 少 某 种 维生素 ,有 关 
物质 的 代谢 过 程 发 生 了 障碍 , 便 会 导致 产生 缺少 相应 维生素 的 病症 。 

维生素 的 种 类 颇 多 ,它们 的 化 学 结构 有 很 大 的 差异 ,通常 是 按 溶 
解 性 质 来 分 类 , 即 分 为 脂 溶性 维生素 和 水 溶性 维生素 。 

(一 ) 脂 溶性 维生素 

此 类 维生素 有 :维生素 A( 视 黄 醇 )、 维 生 素 D( 钙 化 醇 ) 维生素 
E( 生 育 酚 ) .维生素 K( 凝 血 素 ) 等 。 

(二 ) 水 溶性 维生素 

它 包括 维生素 B i ( 硫 胺 素 ) .维生素 B,( 核 黄 素 ) ,泛酸 ( 遍 多 酸 )、 
维生素 PP( 尼 克 酰 胺 或 烟 酰 胺 ) ,维生素 EK( 吡 唤 类 )、 生 物 素 {( 开 ) 、 叶 
酸 (R sk M) ,维生素 Bi2( 钴 胺 素 ) 和 维生素 C( 人 抗坏血酸) 等。 

多 数 的 维生素 是 作为 辅酶 或 辅 基 的 组 成 成 分 参加 体内 的 代谢 过 
程 ,例如 硫 胺 素 、 核 黄 素 、 尼 克 酰 胺 、 泛 酸 、 叶 酸 等 都 分 别 参与 了 各 种 
辅酶 的 组 成 。 还 有 抗坏血酸 等 本 身 就 充当 了 辅酶 。 辅 酶 在 酶 催化 反 
应 中 有 二 种 表现 :一 种 是 在 两 种 酶 之 间 扮 演 成 某 种 原子 或 化 学 基 团 
的 载体 ; 另 一 种 是 作为 某 一 茸 的 辅酶 而 充当 某 种 原子 或 化 学 基 团 的 
载体 。 不 同 的 辅 醉 作 为 载体 所 转移 的 原子 或 化 学 基 团 ,常见 的 有 和 揽 
原子 .氨基 、 一 碳 基 团 .磷酸 基 团 等 各 不 相同 。 
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激素 是 生物 体内 另 一 类 不 可 缺少 的 微量 有 机 化 合 物 , 在 机 体 的 
代谢 和 各 种 正常 活动 中 起 着 士 分 重要 的 调节 作用 。 生 物 的 生长 发 育 
和 适应 外 办 环境 等 往往 需要 各 种 激素 来 发 挥 其 特有 的 作用 ,如 果 其 
-一 向 素 分 粥 失去 平衡 , 便 会 像 维生素 缺乏 那样 发 生 相 应 的 疾病 。 

现 以 动物 在 正常 生长 的 情况 为 例 来 说 明 , 血液 循环 中 蛋白 质 激 
素 的 浓度 水 平 为 10 -一 10-2mol 寺 ,类固醇 激素 的 浓度 水 平 是 
10 习 一 10 习 mol/L。 它们 可 以 由 生物 自身 的 内 分 泌 细 胞 合成 产生 ， 
竺 机 体内 有 的 分 弯 细 胞 比较 集中 于 特殊 的 内 分 谱 腺 体 中 如 肾上腺 、 
性 腺 等 ,有 的 分 散 于 各 器 宜 组 织 ,如 骨 、. 肠 粘膜 激素 ,或 某 些 神经 细胞 
中 所 分 泌 的 激素 是 由 体液 运送 到 相应 的 技 细 胞 或 苇 组 织 而 呈现 其 功 
能 。 

人 们 根据 激素 的 来 源 , 简 单 地 分 为 动物 激素 、 屁 虫 激素 和 植物 激 
素 , 述 进一步 按 化 学 组 成 的 特点 ,将 它们 大 体 上 分 成 5 种 类 型 :(1) 氮 
基 酸 和 生物 类 激素 ;(2) 多 肽 和 和 蛋白 质 类 激素 ;(3) 省 醇 类 激素 ;(4) 脂 
肪 族 激素 ;(5) 茶 环 及 杂 环 类 激素 。 

根据 激素 在 结构 上 与 水 的 亲 和 性 质 ,也 可 大 体 归 纳 为 两 种 类 型 : 
一 类 是 亲 水 分 子 如 多 肽 ,蛋白质 类 激 索 ; 另 一 类 是 朴 水 分 子 如 简体 类 
激素 .甲状 腺 素 。 


10.2 水 溶性 维生素 


水 溶性 维生素 在 体内 通常 都 以 辅酶 形式 发 挥 作用 ,在 肝 胜 内 的 
含量 最 丰富 ,多 余 的 维生素 在 体内 不 会 贮存 而 自 尿 中 排出 。 

10.2.1 维生素 B, 和 脱 凑 酶 的 辅酶 

维生素 Bi ( 硫 胺 素 ) 在 植物 中 分 布 广泛 , 主要 存在 于 谷物 、 豆 类 
等 种 子 外 皮 ( 如 米糠 、 麦 获 ) 和 胚芽 中 ,酵母 中 含量 也 很 高 ,白菜 、 芹 菜 
和 瘦 肉 中 亦 较 多 , 它 是 含 旷 啶 环 和 唑 唑 环 组 成 的 化 合 物 。 维 生 素 Bl 
的 化 学 结构 如 下 : 
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. U 
I i Se —C—C—CH;CH;OH 
| N * 
人 外 es 
mc W H 
E, 
或 
NH;—HCI 
H 
i 2 CH: 
` C x 
| ! ` 
ç oH “c 1 
Se i. 


大 工 合成 B 盐酸 盐 
它 在 机 体内 由 硫 胺 素 激 酶 催化 而 以 焦 磷 酸 硫 胺 素 (Thiamine Pyro 
Phos phate,TPP) 的 形式 存在 ,但 要 消耗 ATP, PB 硫 胺 素 + ATP 
LTP AM 
TPP 是 催化 丙酮 酸 或 "- 酮 戌 二 酸 氧 化 脱羧 反应 的 脱 着 酶 之 辅 
酶 ,其 化 学 结构 式 为 


H> CH O: Cr 
ZS > Eo | 
N C = SL SS Sosa W 
人 一 | OH OH 
Hi < S H 


与 脱羧 酶 结合 的 TPP .fEDBE0ME3M. L. 2 Su TR Y PE R. WS T Iy 2 pu 

活性 , 它 能 与 丙酮 酸 中 a- fu Ek J f S & W 2E 47 u PQ FZ pz , 2E Rk. CO, 

和 和 连接 在 唑 唑 环 上 的 羟 乙 基 , 即 
SRB 50 Rb 56 Sr 


H,.C(HO)HC—TPP + CO, 
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H,.C(O= )CCOOH + TPP 


Ee m m... w... i... —.— n 


i; Z — S Hü Ë Bë F Z P A Ba (DL T ) 38 Hh Pd fu 3 B° 
LSCH;CFLC(S)H(CH;),COOH., 12 LJ Bhd 4E 1, $E BJ Z 3&: 


— | 


转移 且 脱 氧 而 氧化 成 乙酰 ， 致使 PP 充 当 转 移 凑 乙 基 的 传递 体 , 即 


HiCUHOITHC 一 TD+ L 一 一 >《F4(QO= (一 ]L( 碳 琉 键 连接} + TPP 


CH,í(O= )(C—L + HSC,A CHi(O0}C—SC,A+L 
硫 辛 酸 也 可 认为 是 协同 u- 酮 酸 氧 化 脱 闭 酶 的 辅酶 焦 磷 酸 硫 上 胺 素 发 挥 
作用 的 一 种 辅酶 , 它 又 将 乙酰 基 转 移 给 辅酶 A, 生 成 乙酰 辅酶 A j 
进入 三 羧 酸 循环 ,使 丙酮 酸 在 体内 形成 一 种 调节 代谢 的 “平衡 ”而 不 

当 维 生 率 Bl 缺 忒 时 ,体内 TPP 含量 短缺 ,丙酮 酸 氧 化 脱羧 反应 
BB .造成 糖 代谢 障碍 ,丙酮 酸 在 血 、 脑 、 尿 和 神经 组 织 中 的 含量 升 高 
和 积累 ,从 而 引起 多 发 性 神经 炎 。 另 一 -方面 ,主要 靠 糖 氧化 供 能 的 神 
经 组 织 , 在 维生素 B, 缺乏 时 , 因 供 能 不 趾 而 降低 了 组 织 活 力 ,致使 引 
起 四 肢 麻 木 无 力 , 心 力 衰 竭 而 烦躁 ,肌肉 蓉 缩 ,下 上肢 浮肿 (俗称 脚气 
J) SF DESA 

维生素 Bi 还 可 抑制 乙醚 胆 碱 酯 酶 的 活性 ,使 神经 正常 传导 所 需 
的 乙酰 胆 碱 能 以 适当 的 分 解 代 谢 速度 而 维持 一 定 浓度 ,以 保证 神经 
传导 的 正常 功能 。 

缺少 维生素 Bi 还 会 引起 肠 骨 蠕动 缓慢 , 消化 液 分 泌 减 少食 欲 
不 振 和 消化 不 良 等 病症 。 所 以 在 临床 上 往往 将 其 作为 芭 缺乏 症 的 
辅助 药物 ,用 于 治疗 神经 炎 和 中 枢 神 经 系统 损伤 和 肠胃 功能 障碍 等 。 
近年 来 ,开拓 了 一 种 新 B, 它 是 叶 哺 硫 胺 ,其 化 学 结构 为 


NH, cf 
z TS AS CS CH 一 CH CH 
| Coa O 
2 en CH, CEHCHOH 
JO: v 


它 在 体内 不 会 被 硫 胺 酶 破坏 ,因而 药 效 持久 。 

维生素 Bi 在 酸 中 氧化 会 生成 一 种 硫 色 豪 , 它 在 紫外 光 下 发 出 蓝 
色 荧 光 , 可 用 于 检测 。 

10.2.2 维生素 B, 和 黄 素 辅酶 

维生素 B, 是 核糖 醇 与 6,7- 二 甲 基 异 咯 嗪 构成 的 黄色 化 合 物 , 故 
又 称 为 核 黄 素 , 其 化 学 结构 如 下 : 


A buo OH 


在 生物 体内 B, D, 8 3: Pñ Ez B ( FMN , flavin-mononucleotide) 和 黄 
素 腺 嗓 叭 二 核 昔 酸 (FAD ,flavin adenine dinucleotide) 的 形式 存在 , 它 
们 是 多 种 氧化 还 原 酶 ( 黄 素 蛋 白 ) 的 辅酶 ,一 般 结合 在 酶 蛋白 上 不 易 
分 开 , 广 泛 参 与 体内 各 氧化 还 原 反 应 ,成 为 氢 的 传递 体 , 促 进 糖 、 脂 
肪 、 重 白质 代谢 。 从 以 下 化 学 结构 式 


i 1: 


H H H 
O O DO 
CH,— (~ € —C—CH;,—O 
| H H H | 
I : HO—P=0O 
H;C /六 | 


AA. 1038] E ay FE SEIS Ber E 5 位 和 1 位 具有 结合 
氨 和 传递 氨 的 活性 氨 原 子 ,在 生物 氧化 过 程 中 可 以 加 所 和 脱氧 ,充当 
将 气 从 底 物 转移 给 受 体 的 传递 体 : 


R 代表 其 余部 分 ) I 表 其 余部 分 ) 
H 
NO 
NH 


表 10-1 列举 了 以 FAD 和 FMN 为 辅酶 的 一 些 酶 及 其 催化 的 反 
应 ,表明 维生素 B, 的 主要 生理 功能 是 以 辅酶 角色 参与 生物 氧化 作 
Bj. B, 缺乏 时 ,将 使 -… 些 代谢 减 慢 或 发 生 障 碍 ,从 而 组 织 呼 吸 减弱 ， 
导 狼 皮肤 .粘膜 等 发 炎 ,视觉 模糊 。 人 类 初 起 的 主要 病症 是 展 炎 . 百 
人 炎 . 口 角 炎 ,眼角 膜 炎 等 。 
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酶 产 物 
DD 毛 基 酸 氧 化 酶 a- 疼 酸 
NAD -细胞 色素 还 原 酶 NAD+ 
羟基 乙酸 氧化 酶 乙 醛 酸 
BEBAS H 285 反 丁 烯 二 酸 
aE ËA TI YR RR S BE BER68 — E PS ËRl 
故 基 辅酶 A HR LNS (C C. ) 烯 脂 酰 辅酶 A 


动物 必须 从 食物 摄取 B, ,成 人 的 需要 量 为 1.0 一 2.0mgy/ 天 。 核 
黄 素 在 自然 界 分 布 很 广 ,小 麦 .青菜 .黄豆 KCH. BEEF. S D Sbi l 
肝 等 含量 都 较 丰 富 ,所 以 可 以 从 中 提取 B, ,也 可 化 学 合成 。 

核 黄 素 在 酸 中 稳定 ,在 碱 性 稳定 性 
较 差 。 它 的 水 溶液 会 发 出 黄 绿色 荧光 ， 
其 衍生 物 (FAD 或 FMN 等 ) 氧 化 型 的 
吸收 光谱 特征 主峰 xs = 450nm( 伴 峰 
约 在 378nm ËF, WE] 10-1) ,而 它们 的 还 
原型 (FADH: 或 FMNH2 ) 是 无 色 的 。 
它们 的 单 电子 还 原 态 半 柄 可 以 两 种 型 
式 存 在 , 未 解 离 型 是 蓝 色 (Mw = 


吸光 网 


350 400 450 500 550 


560nm) 而 解 离 名 是 红色 (【N = 波长 inm)} 
490nm) ,其 中 未 配对 电子 在 5 位 N 和 4 
位 C 之 问 离 域 化 ,两 型 式 质 子 解 离 的 。 PS10411 核 黄 素 生生 物 


pKa 等 于 8.4。 吸收 光谱 
10.2.3 泛酸 和 辅酶 A 与 维生素 PP 及 辅酶 | 、 I 
(一 ) 泛 酸 和 辅酶 A 


BE a, y-— Ee-8,B.— HI 3£ Y Rë: R.J 3k 52 si HK BE 38 r HU pk. 83 
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CH. fE O 
HOCH,C—— CH-—C—NH—CH;—CH;—COOH 
CH 
它 的 琉 基 乙 胺 入 生物 是 辅酶 A(HSCoA) 的 主要 组 成 成 分 ,其 结构 如 
下 : 
Ot O 


O 
| l 
l a 


` g — ZR 
Ñ ü £ 3 Z RE 
33 


它 具 有 的 活泼 殊 基 可 以 接受 或 放出 酰基 而 参加 酰基 转移 有 反应。 所 以 
其 重要 的 生理 功能 是 在 代谢 过 程 中 充 作 酰基 的 传递 载体 ,对 糖 、 肌 类 
和 和 蛋白 质 代 谢 起 着 极其 重要 的 作用 。 
- ” 当 泛 酸 不 足 而 引起 辅酶 A 缺乏 时 , 糖 有 和 氧 分 解 进 和 人 三 羧 酸 循环 
彻底 氧化 受阻 ,脂肪 酸 的 请 氧化 受阻 ,使 体内 供 能 不 足 和 影响 ATP 
的 合成 以 及 脂肪 酸 积累 等 ,往往 引起 脂肪 肝 . 贫 迄 .功能 性 低热 、 白 细 
胞 减少 皮炎 ,甚至 会 导致 各 种 肝炎 .心肌 栋 塞 等 。 不 过 人 类 食物 
( 蛋 . 米 述 、. 肝 .上 肾 、 醇 母 . 蜂 王浆 ) 中 含量 较 多 , 肠 内 细 蓝 亦 能 合成 泛酸 
供 人 体 使 用 ,一 般 很 少 发 生 泛酸 缺乏 病症 。 

(二 ) 维 生 素 PP .辅酶 工 和 辅酶 T 

维生素 PP 系 指 两 种 物质 一 一 尼克 酸 (又 名 烟 酸 ) 和 各 尼克 酰胺 
(又 称 烟 酰胺 )。 在 体内 以 尼克 酰胺 为 主要 形式 存在 ,尼克 酸 是 尼克 
酰胺 的 前 体 ,它们 的 化 学 结构 分 别 如 下 : 


2 和 全 
I 站 
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尼克 酰胺 是 辅酶 1 (NAD ) 和 辅 蓝 IINADP”) 的 主要 组 成 成 分 , 详 
见 下 式 ; 


/ 
HÇ C—OONH 
HS CH 
J, ya Et Rk 
1⁄8 w | 
| H 
O PO ==, r O: CONH, 
| | 或 简 记 j| | 
OH OH . 
NH; |' 
2 SS; Z ”N(R 代表 其 余 结构 部 分 ) 
H | 要 
k: 
c. H H `C 
|] | Z| 
m; 
OH OX 


(X=H, 为 NAD* ;X= POHD ,为 NADP+ ) 


NAD * 和 NADP * 是 多 种 脱 和 氢 酶 的 辅酶 ( 见 表 10-2) ,在 生物 氧 
化 、 氧 化 磷酸 化 中 发 挥 极为 重要 的 作用 。 有 些 酶 需要 NAD-” 为 其 辅 
酶 ,有 些 酶 需要 NADP-” 作 辅 酶 ,还 有 些 酶 可 以 二 者 中 的 和 任 一 作 辅 
Bš. NAD: 和 NADP7 的 分 子 结构 特点 是 都 含有 尼克 酰胺 的 吡啶 环 ， 
而 环 上 4 位 处 碳 原 子 在 有 关 酶 作用 下 成 为 加 氨 和 脱 氢 的 活性 部 位 ， 
并 通过 它 可 逆 地 进行 氧化 还 原 , 在 有 关 代 谢 反 应 中 起 着 传递 所 和 转 
移 电子 的 作用 ,它们 的 作用 和 反应 式 表 述 如 下 : 
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表 10-2 以 NAD+ 或 Napb*+ 为 辅酶 的 酶 举例 


醇 脱毛 酶 NAD! 


PPAYAKAQHS SNS | NAD: ,NADP+ x 柄 成 二 酸 ,OO。 
磷酸 甘油 脱 氨 酶 — NAD: 磷酸 二 羟 丙 酮 
乳酸 脱毛 酶 NAD* 丙酮 酸 

3- 磷 酸 甘 油 醛 脱毛 酶 /NAD? 1,3- 二 磷酸 甘油 酸 
6- 磷 酸 葡 萄 精 脱 气 酶 | NADP* 6- 磷 酸 葡萄 糖 酸 
VB Ht 3185 NAD: ,NADP+ a- 酮 成 二 酸 , NH; 
谷 胱 甘 时 还 原 酶 。 | NADPH VER SU S bt H Ik 
苹果 酸 脱氧 酶 NAD- 草 酰 乙酸 


硝酸 还 原 酶 亚 确 酸 盐 
H H 
Z CONH L 
| j 
R R 


Je, ya Wk hka ti FR 3086 B9 31 4k #ll 2: JEL283 £ AS FEJ80 3626 FF dik , XE 
原型 在 260nm 和 340nm 均 有 吸收 峰 , IJ 3 43) 36, 340nm 吸收 峰 。 
如 果 260nm 或 340nm 光 激 发 还 原型 和 氧化 型 时 ,还 原型 在 460nm 
发 出 蓝 白 色 荧 光 , 而 氧化 型 却 没有 。 

例如 ,乙醇 在 醇 脱 氢 酶 的 作用 下 脱 氢 氧化 成 乙 醛 , 底 物 乙 醇 分 子 
的 1 个 H 和 2 个 电子 转 给 尼克 酰胺 的 吡啶 环 上 ,使 氨 原 子 由 五 价 
变 为 三 价 , 而 4 位 碳 原 子 上 添加 了 一 个 氢 头 子 , 底 物 的 另 一 个 氨 原 子 
以 H! 方 式 释 放 至 溶液 中 ,于 是 NAD! 氧化 型 转变 成 NADH 还 原型 。 
它们 又 可 在 其 它 的 脱 氨 酶 (如 乳酸 脱毛 酶 ) 的 作用 下 ,将 得 来 的 氨 传 
递 给 另 一 底 物 (如 丙酮 酸 ) 本 身 恢 复 成 氧化 型 的 NAD+ 。 
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作为 辅酶 I 和 下 的 NAD+ 和 NADP+ ,它们 与 有 关 酶 蛋白 的 结 
合 较 松动 , 易 脱离 下 来 而 单独 存在 。 自 然 界 中 分 布 很 广 , 肉 类 ,谷物 
及 花生 中 含量 丰富 。 但 玉米 中 缺乏 尼克 酸 { 或 体内 尼克 酸 前 体 色 氨 
酸 )。 成 人 需要 量 是 10 ~ 18mg/ 天 。 如 果 体 内 长 期 缺少 维生素 PP 
会 引起 神经 性 皮炎 的 癫 皮 病 症 。 长 期 服用 异 烟 肝 (isoniazjde,INHT) 
者 ,必须 适当 补充 维生素 PP. 

对 于 泛酸 和 尼克 酸 的 药 名 曾经 都 用 过 维生素 Bs 的 称呼 , 故 建议 
分 别 沿用 维生素 B, 和 Bs 予以 纠正 ,避免 混 消 。 

10.2.4 维生素 B 和 磷酸 吡 哆 本 

维生素 Be AE nki Nas . 吡 哆 醛 和 吡 哆 胺 三 种 物质 的 混合 物 ,它们 
的 化 学 结构 分 别 为 


CH,OH CH,NH; 


CHO 
HO HO HO 
Xy | ee š yy 
Š ` 站 
IC ` te HIC W 


fE |K N k = #hË Ji uT 15 AB552 , 3.22 BS BQ (k fE FII PR HZ PO 89 BB 
存在 ,它们 之 间 也 可 相互 转变 。 作 为 辅酶 参加 有 关 酶 催化 代谢 过 程 
的 主要 是 磁 酸 吡 哆 醋 和 磷酸 吡 哆 胺 ,它们 的 化 学 结构 分 别 是 

CHO CH.NH; 


HO HO 
4 个 CHzOPOH: s L CH;OPO,E, 


H,Ç NM H;C 


磷酸 吡 跑 醛 在 氨基 酸 代 谢 中 起 着 非常 重要 的 作用 ,在 有 关 酶 的 
催促 下 分 子 上 的 醛 基 轩 成 为 转 氨 的 活性 位 ,因此 它 是 氨基 酸 转 氨 作 
用 (由 此 也 能 起 脱羧 作用 或 消 旋 作 用 ) 的 辅酶 。 例 如 ,在 转氨酶 的 俊 
化 下 ,磷酸 吡咯 醛 可 作为 氨基 的 传递 载体 ,参与 氨基 酸 和 醋酸 的 转 
氮 过 程 , 即 
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如 果 有 和 多余 a- 酮 酸 [RsC( =O)OOOHIJ 存 在 时 ,上 述 反 应 所 产生 的 磷 
酸 吡 哆 胺 可 按 上 式 逆反 应 将 多 余 a- 酮 酸 转 变 成 相应 的 -氨基酸 
[RapCH(NHz)COOH) ,磷酸 吡 哆 胺 在 传递 出 氨基 后 ,又 转 为 磷酸 吡 
哆 醛 ,其 总 反应 是 

RICH(NH; COOH + R;C( = O)COOH 
R;CH(NH,)COOH 

结合 有 关 酶 (E) 的 磷酸 吡 哆 醛 上 活性 醛 基 可 与 底 物 -氨基酸 的 
氨基 结合 而 成 一 种 复合 物 ,归属 于 Schiff 碱 , 它 是 一 种 名 为 醛 亚 胺 的 
过 渡 态 。 它 能 根据 结合 的 转 氮 酶 俊 化 特性 ,使 氨基 酸 发 生 转 氨 反 应 ， 
也 可 按 结合 的 脱羧 酶 催化 特性 ,使 -氨基 酸 脱 羧 ,还 可 在 结合 的 消 旋 
酶 作用 下 起 消 旅 作用 : 


p$ 880 8 


mW RIC( = O)COOH + 


| 
H 
R 一 C 一 COOH | 转氨酶 
| R—0—COOH “本 本 
NH; | 
| SNG 
k; — CH RCHo NH; 
CHO HO À CHO® NH 


根据 上 述 机 制 ,磷酸 吡 哆 醛 可 以 成 为 谷 氨 酸 脱 羚 酶 的 辅酶 ,有 利 
王 形 成 7 氨基 丁 酸 而 对 中 杠 神 经 可 能 有 抑制 调节 作用 。 人 往往 作为 
辅助 药物 用 于 镇 静 要 儿 惊 厥 和 孕妇 呕吐 等 ,维生素 Be 还 对 皮 对 创伤 
的 修 社 愈 食 的 细胞 生长 大 有 神 益 。 缺 少 维生素 B 会 引起 脂 漏 性 皮 
肤 炎 ,长 期 服用 异 烟 父 者 ,还 可 能 引起 吡 喀 醋 与 异 烟 岁 反 应 而 生成 异 
MRI Ë 7- 氮 基 丁 酸 的 生成 减少 ,导致 神经 系统 中 毒 而 引起 不 安 、 失 
眠 等 病状 ,所 以 在 补充 维生素 PP 的 疝 时 ,还 需 补 充 维 生 案 Bç. 

维生素 B 在 动 植物 中 分 布 很 广 ,酵母 . 肝 .蛋黄 肉色 和 谷物 中 
含量 均 很 多 , 肠 道 细菌 也 可 合成 维生素 Bç 供应 人 体 , 故 一 般 人 类 很 
少 发 生 缺 乏 维生素 B, 的 疾病 。 

10.2.5 维生素 Bl 和 Bi 辅酶 

维生素 Bl 分子 含 有 人 金属 销 ,结构 十 分 复杂 (可 参加 有 关 生 物化 
学 专著 ) ,由 销 $,6- 二 甲 基 葵 并 味 唑 .了 咕 啉 (corrin ring}、3 -磷酸 核 
糖 .氨基 丙 节 等 成 分 构成 ,又 称 为 销 胺 素 (cyanccobalamin )。 甸 位 于 
周 啉 环 的 中 央 , 还 可 再 与 不 同 的 基 团 结合 而 形成 不 同 的 维生素 Bi ， 
主要 的 有 5 -脱氧 腺 背 氏 胺 素 , 氰 销 胺 索 , 羟 销 胺 案 和 甲 基 钴 胺 素 等 ， 
见 图 10-2, 其 中 $- 脱 气 腺 苷 销 氨 素 是 维生素 Bi 在 体内 的 主要 存在 
形式 ,被 称 作 Bu 辅酶 。 络 合 的 销 成 为 Bi? 辅酶 的 活性 部 位 。 

5 -脱氧 腺 苷 销 膀 束 是 几 种 变 位 酶 的 辅酶 。 例 如 它 参 与 申 基 天 
冬 氨 酸 变 位 酶 催化 谷 氨 酸 分 子 中 羧基 的 转 位 而 变 成 町 基 天 冬 氨 酸 ; 
th # Fj T 38 8 — Sk 984 Nš A 2 b; B E L H 38 DS — BE B A 中 的 
一 CHs 转 移 反 应 : 


HOOCCH,CH2CH( NH OOOR —> CHyCH( COOF)CH(NH, YCOOH 


HOOCCHCCH DCOOSCA 一 ~HOCOCCHCHCOSCA( 琥 区 酰 捕 酶 A) 
它 又 是 四 氢 叶 酸 (FH4) 转 甲 基 酶 的 辅酶 ,对 dTMP 的 生物 合成 起 着 
重要 作用 ,而 号 还 对 乙酰 朋 碱 及 久 磷 脂 组 成 成 分 胆 碱 的 生物 合成 起 
着 辅酶 作用 。 
甲 基 钳 足 素 是 参与 转 甲 基 作 用 的 辅酶 ,例如 在 高 半 胶 氨 酸 转 变 
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图 10-2 维生素 Bl: 的 化 学 结构 
为 蛋氨酸 的 过 程 中 起 着 传递 甲 基 的 作用 。 


高 半 胶 酚 + Ns- 甲 基 FH, -am 重复 酸 + FH 


维生素 Bo 还 参与 体内 一 碳 单位 的 代谢 ,因此 维生素 Ba 常 与 叶 
酸 的 作用 关联 。 
维生素 B, 的 缺乏 会 引起 许多 代谢 反应 失常 , 即 引 起 巨 红 细胞 
DNA 合成 受阻 ,影响 细胞 分 裂 和 分 化 为 成 熟 细 胞 而 出 现 巨 红细胞 性 
贫血 (恶性 贫血 )。 此 外 ,也 会 引起 神经 炎 .神经 蓉 缩 、. 弱 视 及 脂肪 肝 
等 疾患。 | 
维生素 Bi 在 一 些 食物 中 ,如 肝 É . 色 、 蛋 等 的 含量 都 较为 丰富 ， 
人 类 脑 道 细菌 也 可 合成 维生素 Biz, 在 一 般 情 况 下 不 应 缺乏 。 不 过 ， 
它 只 有 在 与 骨 粘 膜 分 泌 的 一 种 称 为 “内 在 因子 "的 糖 蛋白 结合 后 , 才 
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能 透 过 肠 壁 被 吸收 。 人 悄 若 有 人 缺乏 "内 在 因子 " ,就 可 能 导致 维生素 
Bi 的 缺乏 钙 , 必 须 注 射 Bi 治疗 。 

10.2.6 生物 素 和 佬 酸 及 其 辅 获 

(—)#E 9 3: 

E 38 J +E 384 JX: B W 56 50 BE Vy S AU EK 38 25 r TW pR, BJ SH 34 #E 
物 ,其 化 学 结构 为 


RN NH 
sss 
H, < 人 Í CH,),COOH 
E£ EE048805 988. GE332y 3 SO EPO MUBHE H rh 8 5X8e 
的 e 氨 基 以 酸 键 相连 ,使 生物 中 尿素 环 上 的 一 个 氨 原 子 活 化 ,能 够 与 
CO, 结合 ,并 将 此 CO, 转移 给 适当 的 受 体 。 于 是 生物 案 便 在 代谢 过 
程 中 起 着 转移 CO, 的 载体 作用 。 因 此 生物 素 可 参与 CO, 的 国定 ,与 
# .脂肪 .蛋白 质 及 核酸 代谢 都 有 密切 关系 。 

生物 素 在 动 植物 组 织 中 分 布 较 广 , 肝 、. 肾 .蛋黄 酵母. 蔬菜、 谷物 
等 均 含 有 , 肠 道 细 获 也 能 合成 ,在 通常 情况 下 不 容易 发 生生 物 素 缺乏 
症状 。 如 果 摄 入 大 量 生 和 蛋白 ,由 于 蛋清 含有 一 种 抗生素 蛋白 能 和 生 
物 素 结合 导致 不 能 被 路 辟 吸收 ,或 者 长 期 服用 抗菌 素 杀 和 伤 了 能 合成 
生物 素 的 有 益 寄生 细菌 ,或 者 氧化 使 其 形 失 生理 活性 ,都 有 可 能 产生 
生物 素 缺 乏 症状 ,呈现 出 疲乏 贫血 , 鳞 悄 状 皮炎 ,不 过 ,可 以 注射 生物 
案 进 行 治疗 。 | 

《二 ) 叶 酸 

昨 酸 分 子 是 由 蝶 叭 对 氨基 蔡 果 酸 和 工 - 谷 氨 酸 结合 组 或 的 ,在 
自然 界 广泛 存在 ,特别 在 绿叶 中 含量 丰富 。 它 在 体内 以 下 氢 叶 酸 
(FH, 或 THEFA) 的 形式 作为 转 甲 基 或 亚 甲 基 、 转 甲 酰基 、 转 羟 甲 基 及 
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转 氨 甲 酰基 的 辅酶 ,它们 的 结构 式 分 别 为 


BN. N 
` $U. II 
9 
N: Ç ea 一 NG > N—CH—CH-—CH 一 COoH 
AR H | i 
[ z COOH 
OH 
2- 氨 基 -4- 莽 基 -6- 申 基 蝶 只 对 氨基 葵 甲 酸 LL 谷 氮 酸 {叶酸 ) 
H 
和 
El 
6 
N Ç C—CH— N—Ç > C-Ni—CH—CH —CH,—COOH 
NAS C H en s 
b: COOH 
OH 


总 而 言 之 ,5,6,7,8- 四 迄 叶 酸 为 转移 一 碳 基 团 酶 系 的 辅酶 ,在 有 
关 酶 的 作用 下 5 位 及 10 位 氨 原 子 具 有 参与 转移 相关 一 碳 基 团 的 活 
性 。 对 于 甲 基 ( - CHs ) 或 氨 甲 酰基 (-CH=NH) 是 由 5 位 氨 作 传递 
活性 位 ;对 于 亚 甲 基 (-- CH, 一 ) 或 甲 川 基 (=CH- ) 由 5 位 氮 和 10 
位 氮 协 局 成 为 活性 位 ,可 形成 由 间 过 波 态 N°—CH,;—N!0 A * Nš 
一 CH 一 NI。 从 而 四 和 所 叶酸 在 代谢 中 起 着 重要 作用 ,其 主要 的 生理 
功能 举例 如 下 : 

(1 ,NU- 亚 甲 基 四 和 氧 叶酸 充当 亚 甲 基 的 转移 载体 ,在 有 关 酶 ， 
的 作用 下 , 使 庄 抠 酸 变 成 丝氨酸 ,或 通过 亚 甲 基 的 转移 ,使 屎 苷 酸 变 
为 胸 蔡 酸 。 

(2)NI0- 甲 酰 四 氢 叶 酸 在 转 甲 酰 酶 作用 下 ,充当 甲 酰基 的 转移 载 
体 , 为 合成 嗓 输 环 提供 环 中 2 位 的 碳 。 

(3)N’- 甲 基 四 迄 叶 酸 在 转 甲 基 栈 作用 下 ,使 高 半 脱 氮 酸 变 为 蛋 
氨 酸 。 

由 于 叶酸 在 合成 味 叭 和 喀 蛇 过 程 中 都 起 着 建 环 的 重要 作用 ,也 
就 对 蛋白 质 的 生物 合成 有 着 密切 的 影响 。 因 此 ,叶酸 对 正常 红细胞 
的 形成 、 发 育 .成 熟 和 白细胞 的 成 熟 有 促进 作用 。 叶 酸 在 绿叶 和 酵母 
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中 含量 较 丰 富 ,人 的 肠 道 细菌 也 能 合成 ,通常 很 少 发 现 叶 酸 缺 乏 症 ， 
但 是 ,代谢 失常 ,组织 需要 重 增 得 很 大 或 偏食 、 或 长 期 使 用 磺胺 类 上 肠 
道 抗 菌 药物 时 就 有 可 能 引起 叶酸 缺乏 ,导致 出 现 巨 红 细胞 性 贫 狸 ,多 
分 叶 白 细胞 发 育 与 成 熟 受阻 。 叶 酸 在 酸 中 不 稳定 易 受 光 破 坏 ;食物 
在 室温 中 保存 过 久 , 叶 酸 也 往往 易 损 失 而 造 成 缺乏 。 

四 和 氨 叶 酸 作 为 辅酶 参与 转移 一 砚 基 团 反 应 后 所 形成 的 二 氨 叶 酸 
(FH ) ,必须 于 NADPH 和 维生素 避 存 在 条 件 下 ,由 FH, 还 原 酶 催化 
重新 转化 为 FH, 后 才能 再 参加 有 关 转 移 反 应 。 为 了 抑制 细 万 的 生 
长 和 肿瘤 的 发 展 而 干扰 核酸 的 代谢 ,人 们 设计 制造 了 磺胺 药 (利用 它 
与 对 氨基 葵 甲 酸 相 似 性 )、 氨基 喉 哈 (以 - NH, 代替 4 位 的 - OH). 
3 H ER P ( 2: 4 I E: — NH, 外 ,以 一 CHs 代替 10 位 的 氨 ) 和 甲 氧 荣 
SLE DE( TMP) 


NH, OCH; 
OCH; 
它们 能 竞争 地 和 FH, 还 原 酶 的 活性 中 心 结合 ,抑制 FH, 变 回 FH. 
有 阻碍 核糖 核酸 各 脱氧 核糖 核酸 合成 的 作用 ,适用 于 各 种 急性 白 血 
病 .肿瘤 和 瘤 等 的 治疗 。 
10.2.7 维生素 CC 
维生素 C 又 名 抗坏血酸 , 它 是 一 种 具有 六 个 矶 原子 不 饱和 酸性 
多 产 化 合 物 ,以 内 酯 形式 存在 , 它 具 有 强 的 还 原 狂 ,2 位 和 3 位 碳 诛 
子 的 烯 醇 羟基 容易 脱氧 形成 醒 式 而 发 黄 , 化 学 结构 式 变化 如 下 : 


| ye 

Co a 

HO—G [抗坏血酸 | P." , | 
| 还 原型 | 一 

Be 无 色 色 
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于 是 维生素 C 具有 强 的 还 原 性 ,可 能 是 主要 通过 其 可 逆 的 氧化 还 原 
特点 在 生理 功能 上 表现 为 辅酶 。 因 此 ,有 人 认为 维生素 C 也 参与 了 
机 体 的 振荡 效应 。 

处 于 2 位 与 3 位 瑞 闽 子 的 烯 醇 式 羟基 上 的 氢 易 解 离 而 释放 
H* ,致使 维生素 C 呈 酸 性 , 即 


人 
O O 
O O 
C—CH,OH — 
HO OH HO O 


根据 4 位 碳 与 5 位 碳 处 构 型 的 不 对 称 性 ,抗坏血酸 有 D 391 L. 型 两 
种 ,只 有 工 型 有 生理 活性 。 它 所 参与 的 生理 代 澳 反应 例子 很 多 。 

(1) 通 过 本 身 的 氧化 和 还 原 , 在 生物 氧化 还 原 过 程 中 作为 复 的 转 
移 载体 。 例 如 ,维生素 C 在 FH, 还 原 酶 的 催化 下 , 可 参与 氧化 型 
FH, 的 还 原 , 促 使 生理 活性 FH, 的 形成 。 

(2) 抗 坏 血 酸 可 充当 且 氨 酸 凑 化 酶 的 辅酶 ,促进 羟 腿 氮 酸 、 关 赖 
氨 酸 等 的 合成 。 它 们 的 存在 对 维持 胶 蛋 白 的 正常 构象 有 着 十 分 重要 
的 作用 。 缺 乏 维生素 避 , 胶 原 蛋白 的 合成 受到 影响 ,造成 血管 基底 腊 
胶原 和 焦 白 不 足 , 细 胞 间隙 增 大 ,毛细 血管 出 血 。 

(3) 已 知 许多 琉 基 的 酶 ,在 体内 以 - SH 基 存 在 才能 发 挥 其 催化 
活性 ,而 抗坏血酸 以 其 活 泌 的 还 原 性 能 可 使 这 些 酶 分 子 的 琉 基 处 于 
还 原状 态 , 从 而 保证 它们 的 催化 活性 。 以 抗坏血酸 能 和 谷 胱 甘 肽 
(GSH) 协 间 建 立 一 种 重要 的 氧化 还 原 俩 体系 为 例 ; 

(A) 在 GSH 还 原 酶 和 GSH 过 氧化 酶 催化 下 ,维生素 C 能 使 脂 
性 过 氧化 物 还 原 ,避免 该 过 氧化 物 毒 性 对 细胞 质 膜 的 破坏 和 影响 。 


还 原型 维生素 C+ GSSG -下 还 时 氧化 型 维生素 C+2GSH 
2GSH+ 脂性 过 氧化 物 -并 此 过 氧化 隐 ec, + 不 饱和 脂肪 酸 
{B) 维 生 素 C i£ NADH- 高 铁血 红 借 和 白 还 原 酶 缺乏 的 情况 下 ， 


直接 还 原 红细胞 内 的 高 铁血 红 和 蛋白 成 为 正常 的 血红 蛋白 , 氧化 型 的 
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TO — 


一 CFEOH + H° 


A 


维生素 C 又 被 GSH 还 原 再 生 。 
(C) 在 植物 体内 维生素 C 还 能 与 GSH 和 NADP- 变化 相 偶 联 ， 
建立 特殊 的 传递 毛 链 和 呼吸 途 径 , 即 


= 让 2;sH =E 2E 3 C H, O 
 “ s A 
《D) 维 生 素 C 有 可 使 被 重金 属 . 砷 化 物 , 铅 化 物 、 茶 .细菌 代谢 的 


毒物 等 中 毒 的 琉 基 酶 恢复 ~ SH 状态 而 解毒 复活 的 功能 , 即 
SH S SH 


酶 ”+M' W MM Wg (NStHOE) 
ka A `< 
SH S SH 
GS 
GSSG Q Š 2G—sH ` 《排出 ) 
G—S 


(4)1PRE IDR 3 48 Yr F: z hi #E EJ 85 , pj an EJ 2 4 Ns 6158 BJ 
因子 维生素 C 也 和 胆固醇 的 排出 .一些 激素 的 形成 有 关 ; 还 和 儿 茶 
Ry 2 .S- 送 色 胶 等 的 生成 有 关 , 这 对 调节 神经 功能 有 一 定 作 用 ; 它 
又 能 还 原 多 巴 醒 而 消除 皮肤 上 因此 外 光照 射 和 氧化 后 产生 多 巴 配 所 
S| 8609653. 

维生素 C 广 泛 存在 于 新 鲜 水 果 、 蔬 菜 等 之 中 ,人 类 必须 通过 食 
物 获 得 。 如 果 腹 泻 、 骨 肠炎、 消化 道 溃疡 或 肠 手术 等 ,可 能 会 出 现 维 
生 素 CC 缺乏 情况 而 产生 坏 血 病 等 ,其 症状 为 他 日 省 疡 不 易 愈 合 ; 凤 
能 和 牙 齿 易 断 裂 或 脱落 ,毛细 血管 通 透 性 增 大 , 皮下、 粘膜 .肌肉 出 
血 、 甚 至 内 脏 或 普遍 出 血 等 。 

由 于 抗坏血酸 2 位 和 3 位 磷 上 羟基 活 沁 , 在 空气 中 见 光 很 容易 
氧化 ,此 外 如 加 热 Cat 和 Fe* 的 混入 都 可 能 引起 它 的 变质 。 

10.2.8 其 它 水 溶性 "维生素 ” 

“维生素 P"”“ 维 生 素 U”" 和 "维生素 Bi;” 均 属于 药理 性 物质 , 兽 
被 蘑 些 学 者 列 为 维 生 表 类 。 
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(一 六 维生素 P” 
它 是 一 种 脱 氨 黄 素 酮 的 糖苷 类 物质 ,例如 柠 机 素 (limonin》、 苍 
香 昔 (又 称 芦 了 ,mtin) ,它们 在 化 学 结构 上 大 同 小 异 , 芦 丁 的 结构 为 
OH 


HO 
OH - H.C H 


! 
H ~ 
H 
OH H HO H 
O 


O 


. OH H OH OH 

“维生素 P" 在 体内 可 能 作为 氢 载 体 , 参 与 氧化 还 原 反 应 ,具有 增 
sa PE 2E 3: C 的 功能 和 降低 毛细 血管 透 性 的 作用 ,还 对 维生素 在 体内 
积累 和 降低 血压 有 益处 。 

食物 中 往往 同时 含有 “维生素 P”" 和 维生素 C, 在 功能 的 作用 上 
相互 协同 ,人们 常 将 它们 制 成 复方 片 ,防治 紫 疗 、 视 网 膜 出 血 等 疾 症 。 

(二 六 维生素 U” 

它 是 一 种 存在 于 蔬菜 中 含 硫 的 a- 毛 基 酸 入 生物 ,相似 于 甲 硫 氨 
酸 。 它 的 功能 是 充当 溃疡 因子 ,在 体内 的 存在 有 助 于 胃 粘 膜 的 再 生 
各 溃疡 的 愈合 ,人 们 常用 卤素 (X- =I zk CI ) 取 代 的 甲 硫 氨 酸 代 蔡 
“维生素 U”, 它 用 以 防治 消化 道 溃疡 ,其 结构 为 

(CHs); S* 一 CH 一 CH 一 CH 一 OOOH 
Ni 

若 “ 维 生 素 U ”缺乏 时 可 造成 动物 消化 道 溃疡 。 

(三 )* 维 生 素 Bs” | 

“维生素 B. 是 二 甲 所 乙酰 基 葡 萄 糖 酸 酯 ,其 结构 为 

OO 
HOOCCH(OH)C(OH)HCH(OH)CH(OH) ee he s, 
“维生素 BIs” 及 其 衍生 物 在 体内 的 功能 可 能 是 作为 甲 基 供 体 ,参与 胆 
碱 , 肌 酸 ,肾上腺 素 的 合成 。 人 们 利用 它 的 多 甲 基 衍 生物 以 治疗 冠 心 
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病 、 也 用 于 抗 脂肪 有 -和 解毒 。 
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这 类 维生素 仅 深 于 脂 溶 剂 ,不 溶 于 水 ,只 有 与 脂 类 油 剂 共 食 才 有 
助 于 吸收 ,吸收 后 可 在 体内 贮存 。 但 这 和 上 肠 道 吸收 脂 类 的 能 力 有 关 ， 
肠 道 疾病 都 有 可 能 发 生 此 类 维生素 吸收 的 障碍 ,导致 伴生 相应 的 维 
生 素 缺乏 症 。 

10.3.1 维生素 A 

维生素 A 是 一 种 由 六 碳 环 和 二 个 异 成 二 燃 分 子 连接 起 来 的 不 
饱和 一 无 醇 , 仪 存在 于 动物 中 ,鱼肝油 中 含量 较 多 。 蔬 菜 和 植物 中 如 
胡 莫 上 人 车 茄 .蔬菜 和 枸杞 等 均 含 有 B-335 F 3 (B-carotene),B- H 3 
卡 素 在 动物 小 肠 内 经 酶 催化 可 转 为 维生素 A。 己 知 维生素 A 有 两 
种 : 视 黄 醇 (Al ,retionol) 和 3- 脱 氢 视 黄 各 (A: )。 它 们 的 化 学 结构 式 
分 别 为 


CH; OH CH;,OH 
SZ HS l. 15 i OA~ ~ š 
和 


它们 的 区 别 在 于 3- 脱 氢 视 黄 醇 的 脂 环 3 位 上 多 了 一 个 双 键 。Al 活 
性 较 高 ,主要 存在 于 海水 鱼 的 肝脏 中 ,其 次 存在 于 其 它 动物 的 肝脏 、 
眼球 、 乳 守 和 军 液 中 ,A 则 仅 发 现 于 淡水 鱼 内 。 小 肠 糙 膜 中 的 p- 08 
莫 卜 素 -15,15“- 双 加 和 氧 酶 可 催化 B- 胡 萝卜 素 加 氧 分 裂 生成 2 个 维 生 
素 Al 分 子 


s 
ACAANAAcACOT +, 


H 
SA 


2 
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视 黄 醇 (Al ) 在 体内 可 被 氧化 成 视 黄 醚 (retinene), 它 有 6 种 异 构 体 ， 
但 只 有 9-,1t- 顺 视 黄 醛 会 产生 暗 视 觉 歼 应 ,11- 顺 视 黄 醛 可 在 光 的 照 
射 下 产生 蜡 构 化 , 变 为 全 反 型 ,其 结构 变化 如 下 : 


CHO 
` , 光 购 异 构 化 、 
噶 构 酶 


RHO ` 
11- 顺 视 黄 本 全 反 式 视 黄 醛 


视 黄 醛 的 醛 基 能 与 视 蛋 白 内 赖 氨 酸 的 s 氨基 以 形成 schiff 碱 而 
结合 成 视 紫 红 质 (rhodopsin) ,参与 暗 视 觉 过 程 。 人 们 已 知 在 眼球 视 
网 膜 上 有 两 类 细胞 :(1) 锥 体 细 胞 , 它 在 强 光 下 接受 不 同 波长 的 可 网 
光 刺 激 而 产生 视觉 和 颜色 反应 ;(2) 杆 状 细胞 , 它 对 弱 光 敏感 ,能 产生 
瞳 视觉 ,因为 它 含有 视 紫 红 质感 光 物 质 , 眼睛 对 弱 光 的 感光 性 取决 于 
视 紫红 质 的 请 度 。 

9-,11- 顺 视 黄 醛 在 感觉 暗 光 后 ,通过 酝 状 细胞 外 侧 的 ATP 酶 的 
作用 ,提供 了 能 量 作 化 学 功 而 与 视 蛋 白 结 合 产生 暗 视 觉 。 视 紫红 质 
经 光照 后 , 顺 视 黄 醛 异 构 化 变 成 全 反 型 构象 ,与 视 和 蛋白 高 级 结构 不 再 
契合 而 二 者 解 离 ,此 时 弱 光 激发 的 电子 传递 信号 受阻 ,眼睛 在 暗 处 不 
再 产生 暗 视觉 。 强 光照 射 停止 后 , 解 离 的 全 反 型 视 黄 本 可 在 异 构 浅 
的 作用 下 逐渐 再 生 为 11- 顺 视 黄 醋 以 恢复 视 紫 红 质 ,这 种 再 生 人 恢复 
过 程 ,人 们 称 之 为 暗 适 应 过 程 。 在 正常 情况 下 适应 开始 约 4 一 Smin， 
完全 适应 约 需 20 一 30min。 

全 反 型 视 黄 配 可 在 脱氧 酶 和 NADH 作用 下 变 为 全 反 型 维生素 
A。 维 生 素 A 易 被 氧化 , 遇 热 和 光照 会 被 破坏 ,需要 避 光 冷藏 保存 。 

如 果 维 生 率 A 缺 乏 , 瞳 反 应 时 间 就 会 延长 ,或 感受 弱 光 发 生 障 
碍 ,甚至 完全 衫 失 暗 适应 能 力 , 导致 夜 盲 症 (night blindness)。 维 生 
3 A 可 用 于 治疗 此 种 病症 。 

维生素 A 的 另 一 重要 生理 功能 是 维护 上 皮 组 织 前 正常 结构 与 

. 544 . 


5.5 55 s. s... ..ÑT a... .  —... a vvu... .-. 


功能 ,促进 正常 的 生长 发 育 , 其 机 理 尚 不 清楚 。 从 临床 观察 而 言 , 维 
生 素 A 缺乏 时 ,常会 出 现 上 皮 干 燥 疗 痒 、 增 生 和 和 角质 化 ,产生 所 谓 蛇 
皮 症 ;对 眼 、 消 化 道 、 呼 吸 道 及 生殖 泌尿 系统 的 上 皮 组 织 的 影响 特别 
显著 ,例如 泪腺 鞭 缩 分泌 减少 ,角膜 或 结膜 会 干燥 与 发 炎 ,甚至 产生 
二 眼病。 此 外 ,还 可 能 引起 生殖 机 能 减退 .骨骼 形成 受阻。 

然而 ,维生素 A 过量 摄取 也 可 能 引起 中 毒 ,证 状 为 烦躁 、 恶 心 、 
厌食 .嗜睡 .毛发 枯 汲 易 脱 ,往往 皮肤 干燥 阁 痒 ,甚至 引起 肝 胜 细胞 不 
可 逆 硬 化 。 

10.3.2 维生素 D 

维生素 D 是 一 类 固 醇 衍 生物 ,有 几 种 的 总 称 ,其 中 以 和 D. 
较 重 要 ,Pr 和 D, 的 结构 相似 ,可 分 别 从 胆固醇 和 麦角 固 醇 转化 生 
成 ,它们 的 化 学 结构 分 别 是 


` 


CH; pe 
| 
HO HO 


在 体内 主要 是 D, 发 挥 出 生理 功能 ,但 必须 先 转 变 为 极 性 的 1,25- 二 
羟 维 生 素 [1-a-25-{OH);-D;] 方 能 表现 活性 的 生理 功能 。 


D-450 
ss” NADPH+O, 


HO 
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1-a-25-(OH)2-D 能 经 血液 转运 至 小 肠 烙 膜 细胞 ,并 借助 于 结合 
因子 (Binding factor, BF) 转 人 细胞 核 , 促 进 对 Ca** 具 有 专 一 性 高 度 
亲和力 的 钙 结合 蛋白 (Ca-BP) 的 转录 合成 ,Ca-BP 的 相对 分 子 质 量 约 
25000, 含 大 量 二 羧基 氨基 酸 , 能 以 1 比 4 分 子 与 Ca 结合 ,从 而 有 效 
地 促进 钙 的 吸收 。 同 时 1-a-25-(OH);-D, 在 小 也 中 也 促进 了 对 磷酸 
的 吸收 ,有 利于 骨 钙 化 。 因 此 ,DD 又 称 为 麦角 钙化 俐 醇 ,D 又 称 为 
胆 钙 化 省 醇 ,将 维生素 了 通称 为 抗 人 向 偿 病 维生素 。 

人 可 从 动物 的 肝 、 蛋 、 奶 和 和 鱼肝油 等 中 摄取 维生素 Ds. , 也 可 由 体 
内 胆固醇 转变 成 7- 脱 氨 胆 固 醇 ,再 经 日 光照 射 将 皮肤 中 含有 的 7- 脱 
和 氧 胆 固 醇 转化 为 Ds。 植物 性 食物 中 所 含 的 麦角 固 醇 也 可 由 紫外 线 
照射 转变 成 D?。 这 些 供应 足以 补充 机 体 的 需要 。 如 果 维 生 素 卫 缺 
Z= +E ti yU T 281361 2UZh JUK, ak p SE RF UB 835 Hd , g5 881 (k 
受阻 而 使 钙 磷 代谢 失调 ,导致 血 钙 磷 下 降 而 使 浓度 不 能 维持 正常 , 造 
成 骨骼 、 牙 等 发 育 不 正常 ,手足 抽 搞 ,出 现 软骨 症 、 斧 做 病 。 通 过 适量 
地 服用 维生素 D 并 配合 适当 的 钙 剂 ,可 以 预防 或 治疗 这 类 疾 症 。 然 
而 ,过 量 服 用 维生素 D 也 可 能 会 引起 中 毒 ,造成 血 钙 过 高 而 异 位 钙 
化 动脉 硬化 、 肾 功能 衰竭 等 。 

10.3.3 维生素 于 

维生素 EE 又 称 生育 酚 , 它 是 一 类 茶 骆 二 和 氧 吡 喃 的 入 生物 ,这 类 
物质 按照 其 结构 中 甲 基 取 代 的 数目 和 位 置 共 有 八 种 ,其 中 o- .B- 、Y- 
和 6 四 种 较 重要 ,而 e- 生 育 酚 的 生理 活性 最 强 ,其 化 学 结构 为 
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CHa 


HO 
H;C Q CH, 


CH; 
B- 生 育 酚 5 Juk EJE: H13E( — CH;) ,7 位 碳 上 是 H;Y- 生 育 酚 的 5 位 碳 
上 是 昌 , 而 7 位 磺 上 是 甲 基 ( 一 CHs);5- 生 彰 酚 的 5 位 和 7 位 碳 上 连 
接 的 都 是 H. 

维生素 EE 不仅 能 促进 生殖 机 能 ,还 因 对 和 氧 的 敏感 易 被 氧化 而 有 具 
有 强 抗 氧化 剂 的 功能 , 它 可 能 参与 氧化 磷酸 化 过 程 , 成 为 构成 生物 膜 
的 成 分 ,防止 细胞 膜 中 不 饱和 脂肪 酸 被 氧化 破坏 ,使 细胞 免 受 损伤 瘤 
变 ; 还 能 防止 红细胞 破裂 溶血 ,延长 红细胞 的 寿命 ,维持 循环 系统 和 
脑 细胞 的 正常 结构 和 功能 。 另 外 ,维生素 EE 还 可 保护 殊 基 不 被 氧化 
而 保持 某 些 酶 的 活性 。 总 之 ,维生素 下 的 生理 功能 比较 广泛 ,但 这 
些 功 能 的 机 理 尚 不 很 清楚 。 

如 果 缺 乏 维生素 王 会 造成 泽 刀 、 征 胎 及 胎盘 等 萎缩 ,引起 不 育 
证 或 流产 等 。 但 尚未 发 现 人 类 缺乏 维生素 匡 的 病症 。 植 物 组 织 中 
例如 麦 胚 油 、 玉 米 油 , 花 生 油 , 豆 类 和 蔬菜 等 含 维 生 EE 的 量 都 较 丰 
富 , 人 类 可 以 从 中 得 到 足够 的 下 。 即 使 这 样 ,通常 仍 用 维生素 五 治疗 
先兆 性 流产 、 贫 血 、 保 护 身 体 的 各 种 组 织 结构 ,美容 皮肤 等 。 

10,3.4 维生素 K 

维生素 K 是 2- 甲 基 -1 ,4- 蔡 酰 的 衍生 物 ,自然 界 中 常见 的 有 K, 
和 K, 丙种。 它们 的 结构 分 别 是 

O 


CH, 
CH; CH = i CH;,Crb CH; 33 ) ÍF=—CH5; 
O 


CH, CH; 
( K; 
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[ CH,[CH = CCH,CH;)—CH = C—CH; 
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(K.) 
它们 的 主要 生理 功能 是 参与 肝脏 合成 凝血 酶 原 , 调 节 凝 血 因子 的 合 
成 ,促进 凝血 。 因 此 ,又 称 其 为 凝血 维生素 。 在 促进 凝血 过 程 中 , 维 
生 素 K 充当 一 种 氧化 还 原 栈 的 辅酶 ,对 凝血 酶 原 肽 链 中 特定 的 谷 毛 
屋 残 基 羧 化 生成 7- 羧基 谷 氨 酸 残 基 反 应 起 着 应 承担 的 作用 ,导致 产 
物 和 Ca2 结合 后 ,活化 成 凝血 酶 (thrombin)。 

此 外 ,维生素 天 还 可 能 以 醒 形 式 作 为 电子 传递 体系 的 一 部 分 ， 
参与 体内 生物 氧化 、 氧 化 榴 酸 化 过 程 ,发 挥 其 侦 联 作用 而 保证 能 量 代 
谢 的 正常 进行 , 它 也 有 可 能 延缓 皮质 激素 在 肝 内 的 分 解 。 

维生素 K 在 动物 肝 、 蔬 菜 中 含量 丰富 ,一般 情 况 下 人 和 们 很 少 出 
现 维生素 K 缺乏 钙 , 若 胆道 梗阻 . 腹 汽 或 长 期 使 用 抗菌 素 等 会 引起 
脂 类 消化 吸收 不 良 时 , 便 有 可 能 产生 维生素 K 缺乏 的 现象 ,从 而 引 
起 肌肉 或 血浆 中 ATP 下 降 和 肌肉 收缩 减弱 ,甚至 发 生出 血 、 肝 匿 迷 、 
阻塞 性 黄 疤 等 疾患 。 过 去 主要 使 用 维 生 索 K, 防治 ,近来 有 用 人 工 
合成 的 甲 蔡 醒 和 乙酰 甲 莹 柄 。 

人 们 发 现 维生素 K 的 类 似 物 ,如 双 香 豆 素 (dicoumarol) 、 华 法 邻 
(warfarin) 可 作为 抗 凝 血 剂 ,能 用 于 防治 血栓 形成 。 

除了 上 述 维生素 外 ,人 们 有 时 也 把 泛 醒 和 硫 芋 酸 归 人 维生素 类 。 

泛 醒 是 广泛 存在 于 生物 线粒体 内 的 醒 类 物质 , 它 是 呼吸 链 的 重 
要 组 成 成 分 ,其 结构 是 


O 
H,CO CH, 
CHs 


H,CO CHCH = CCH,3+- _H 
O 


7?—10 
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它 能 通过 其 醒 酚 结构 的 可 逆 变 化 而 传递 电子 。 

硫 辛酸 在 体内 主要 的 功能 是 作为 <- 酮 酸 氧化 脱羧 酶 的 辅酶 , 通 
常 和 焦 磷 酸 硫 胺 素 协同 作用 ,上 县 有 抗 脂肪 肝 、 降 低 血 液 胆固醇 的 功 
能 。 


10.4 激 素 


激素 ,有 的 是 从 动物 中 发 现 的 ,有 的 是 在 植物 中 分 离 出 来 的 ,也 
有 的 是 在 具有 特殊 生长 发 育 规律 的 昆虫 体内 取得 。 根 据 它们 的 化 学 
组 成 特点 ,大 体 上 可 分 成 5 种 类 型 :氨基 酸 入 生物 类 激素 ,例如 甲状 
腺 激素 .肾上腺 髓 质 激素 、 松 果 体 激素 ;多 肽 和 和 蛋 乌 质 类 激素 的 有 垂 
体 激素 .下 丘脑 激素 甲状腺 和 甲状 旁 腺 激素 、 降 钙 素 .上 骨 肠 激素 等 ; 
类 固 当 醇 类 激素 ,例如 肾上腺 皮质 激素 性腺 激素 .昆虫 内 激素 ( 虹 皮 
激素 ); 牙 肪 酸 簿 生物, 例如 前 列 腺 素 、 昆 虫 ( 手 ) 外 激素 ;其它 ( 葵 环 或 
茶 环 化 合 物 ) 的 有 植物 激素 。 

10.4.1 和 氮 基 酸 衍 生物 类 激素 

研究 得 最 多 的 两 类 是 甲状 腺 激素 和 肾上腺 髓 质 激 囊 。 

(一 ) 甲 状 腺 激素 

甲状 腺 分 这 的 激素 有 甲状 腺 素 (thyroxine,Ti ) 和 三 碘 甲 状 腺 原 
氨 酸 43,5,3 -triiodo thyronine , Ts ) ,化 学 结构 分 判 为 


I :NC 
它们 都 是 酷 氨 酸 的 衍生 物 。 三 碘 甲 状 腺 原 氨 酸 的 生理 活性 比 甲 状 腺 
索 强 。 
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甲状 腺 激素 有 多 种 功能 , 主要 的 是 升 高 基础 代谢 , 促进 生物 的 生 
长 发 育 。 相 能 在 影响 转录 增强 Na 一 K 一 ATP 酶 等 合成 方面 起 
着 作用 。 它 的 分 小 有 利于 推动 糖 、 和 蛋白质、 脂肪、 胆固醇 和 盐 等 的 代 
谢 。 当 甲状 腺 激素 大 量 存 在 时 ,还 能 引起 氧化 磷酸 化 解 侦 联 。 

甲状 腺 的 机 能 衰退 或 亢进 都 可 能 导致 病变 。 甲 状 腺 机 能 衰退 其 
至 切除 后 ,生物 的 发 育 迟 缓 ,基础 代谢 降低 , 心 搏 减 盆 ,也 会 引起 生理 
机 能 衰退 ;甲状 腺 机 能 亢进 或 过 量 服 用 这 类 激素 后 , 基 珊 代谢 升 高 ， 
心 搏 加 速 ,消瘦 和 过 敏 。 

(二 ) 蚂 上 腺 链 质 激素 

肾上腺 髓 质 分 泌 的 重要 激素 有 二 种 ;主要 的 是 崩 上 腺 索 (a- 
drenaline,epinephrine)#ll # # R Jr Bj 2: Hi f F Bg 3 ( ak 8k E Ë E IE 
素 ,noradre naline, ncrepinephrine)。 这 两 种 激素 在 交感 神经 和 中 枢 
神经 中 也 有 分 弯 ,其 中 还 有 多 巴 巾 (dopamine) ,而 且 以 去 甲 肾 上 腺 素 
与 多 巴 胺 为 主 ,它们 的 化 学 结构 分 别 为 


ao CN- 二 CH; Y: H r NH; 
OH CH; OH 
B F aR 3: 去 用 肾上腺 素 
HO 
和 ao cu- CH;,—NHR; 
# EL BE 


可 见 , ç E SR 3 ñE 2 Kë #( Bë É i E 9, # FK JU 25 B0 BE ( cate- 
cholamine), 

B _LIRS85 TK 3269 E FE Ip fb ESE E IR BtEE 9 y A4V 8, Frias 
肝 中 糖 元 分 解 ,导致 血糖 升 高 ,加 强 了 心脏 和 血管 收缩 ,使 心跳 加 速 ， 
血压 上 升 。 肾 上 腺 宗 对 心脏 作用 较 大 ,是 强 心 剂 ;去 甲 情 上 腺 素 对 血 
管 的 作用 较 大 是 加 压 剂 。 两 者 都 有 助 于 机 体 的 应 变 能 力 。 它 们 还 有 
松弛 支气管 等 平滑 肌 的 作用 。 以 上 这 些 效 果 和 交感 神经 兴奋 引起 的 
相似 。 
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大 们 研究 认为 :肾上腺 侍 质 激素 主要 是 通过 羟基 及 胺 基 的 作用 
发 挥 其 生理 功能 , 儿 茶 酚 胺 的 报 细 胞 腊 上 通常 可 能 有 两 种 儿 茶 酚 胺 
受 体 :a 受 体 和 8 受 体 。 去 甲 情 上 腺 素 主 要 作用 于 a- 受 体 , 引起 
cAMP 水 平 上 妖 , 这 与 血管 收缩 有 关 。 怪 上 腺 素 对 oa- 与 B. KES 
作用 ,对 B- 受 体 的 作用 与 应 管 扩张 ,心率 加 速 , 糖 元 分 解 有 关 。 

中 药 麻 黄 素 (ephadrine) 的 化 学 结构 为 

< > er 
í CH, CH 

所 以 在 结构 上 以 至 功能 上 与 肾上腺 素 有 某 些 相似 ,可 用 于 松弛 支 气 
管 等 以 治疗 哮 员 。 

10.4.2 ”多肽 和 恒 扬 质 类 激素 

多 级 和 重 忆 质 类 激素 都 是 动物 的 不 同 器 官 组 织 合成 的 ,有 的 在 
合成 后 被 转移 到 其 它 器 官 组 织 分 刻 。 下 丘脑 分 羡 的 激素 和 牌 体 前 叶 
分 恋 的 其 些 激 素 还 具有 调节 其 它 激素 分 刻 的 作用 。 

下 丘脑 .垂体 中 叶 和 后 叶 分 庆 的 激素 是 较 小 的 多 炭 。 垂 体 前 时 
分 沁 的 租 白 质 类 激素 大 多 是 糖 蛋白 。 胰 总 和 甲状 旁 腺 等 分 刻 的 属于 
一 些 较 大 的 多 肽 或 蛋白 质 。 

一) 垂体 后 叶 激 素 

垂体 后 叶 激 素 一 般 可 以 分 为 催产 素 (oxytociny 和 加 压 素 (vaso- 
pressin) 丙 种 ,它们 都 是 在 下 丘脑 以 八 种 氨基 酸 合成 的 多 肽 ,而 由 垂 
体 后 叶 分 泌 。 其 氨基 酸 残 基 的 顺序 结构 分 别 为 

SS 一 一 -一 一 一 一 一 一 S 
S sai NH,)—Asp(NH; G S= an NH) ( 俱 产 素 ) 
3 一 一 一 一 一 一 5 
和 ee (JOE) 
由 此 可 见 它 们 的 结构 很 相似 ,只 是 第 3 和 第 8 位 上 有 两 个 氨基 酸 之 
差异 ,在 生理 上 的 功能 都 是 经 cAMP 协同 而 呈现 的 。 催 产 替 的 生理 
功能 是 促使 子宫 肌肉 和 乳腺 肌肉 等 平滑 肌 收 缩 ,具有 催产 和 促进 排 
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乳 等 作用 ,通常 用 于 引产 和 减少 产后 出 血 等 临床 。 
加 压 率 的 生理 功能 是 使 毛细 血管 收缩 , 姑 压 ,还 能 调节 水 代谢 ， 
抗 利尿 而 减少 排尿 的 作用 ,所 以 也 是 抗 利尿 激素 (antidiuretic hor- 
mone, ADH) , ñ] i T 1677 PK HB AE D IÑ Ç 
二) 垂体 中 叶 激 素 : 重 体 中 叶 分 泌 的 激素 含有 aF B PS h , 84 -T 
促 黑 激 素 (melanocytestinnulating hormone, MSH)。a 的 是 13 Bk. R- 
的 随 生物 种 类 不 同 而 异 , 人 的 是 22 肘 。 它 们 都 有 一 全 共同 的 7 BK)r 
段 , 即 ( — Met — Glu — His— Phe — Arg — Tyr — Gly — ) , Ë fE AS IE] B3 
序 位 置 上 ,这 是 呈现 活性 所 必需 的 。 此 种 激素 的 功能 是 调节 细胞 内 
色素 的 生成 。 
三) 垂体 前 叶 激 素 : 它 包括 六 种 激素 。 
《1) 促 肾上腺 皮质 激素 {adrenocorticotropic hormone,ACTH) 是 
39 肘 , 在 氨基 酸 残 基 的 顺序 结构 上 ,N 端 前 面 13 肽 片段 与 a-MSH 
基本 相同 ,因此 , 它 也 呈现 微弱 的 促 黑 激素 活性 。 其 1 一 24 的 肽 段 是 
促 肾 上 腺 皮质 激素 表现 活性 所 必需 的 序列 ,而 肽 段 25 一 33 序列 是 与 
种 属 特异 性 有 关 。 其 氨基 酸 顺 序 结构 为 : 
Ser -Tyr Ser Met Gh His Phe —Asg—Trp—Gly—Lys— 
Pro—Val—Gly ys —Lys —Arg Arg Pro va LVa TY 一 
#FAsp—Gly—Glu—Ala—Glu —Asp——Ser—Ala—Glu— 
羊 Aa 一 Gy 一 Giliu 一 Asp 一 Asp 一 Glu 一 Ala 一 Ser 一 Glu 一 
” ”PPAla 一 Phe 一 
” | ##Asp—Gly—Ala—Glr Asp 一 Glr Leu 一 Als 一 Gin 一 | ” = 
AAsn—Gly—Als—Gly—Asp—CGlu—Ser—Ala—Glu— 
Pro —Leu-Glu--Phe 
由 于 cAMP 能 作用 于 细胞 膜 ,使 其 对 葡萄 糖 、 胆 固 醇 等 的 通 透 
性 增 大 ,激活 粮 代 谢 的 有 关 酶 , 加强 磷酸 成 糖 支 路 代谢 ,使 NADPH 
积累 , 并 通过 蛋白 激酶 影响 转录 , 推动 某 些 酶 的 合成 ,最 终 促进 
ACTH 的 合成 与 分 粥 。ACTH 的 生理 功能 可 以 治疗 痛风 、. 哮 哎 等 疾 
患 。 
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(2) 脂 肪 酸 释 放 激 素 (lipotropin, LPH) 常 见 的 有 两 种 :BLPH 由 
91 个 氨基 酸 残 基 组 成 ;YLPH 由 58 个 氨基 酸 残 其 组成。 它们 和 
ACTH.MSH 及 B- 内 啡 野 都 是 从 同一 大 分 子 前 体 皮质 激素 原 ,通过 
成 对 的 碱 性 氨基 酸 间 断裂 而 形成 的 , 即 皮 质 激素 原先 分 裂 为 ACTH 
和 上 LPH, 然 后 ACTH 中 产生 a-MSH 而 8-LPH 中 分 裂 出 p- Pq HE RK 
和 7Y-LPH, 进 一 步 又 转变 出 BMSH。 

肪 酸 释放 激素 的 功能 是 促进 脂肪 水 解 。 

(3) 生 长 激素 (somatotropin, STH): 它 是 相对 分 子 质 量 约 在 
20000 —25000 范围 内 的 和 蛋白质 ,其 化 学 结构 随 种 属 而 有 所 不 同 。 例 
如 大 的 生长 激素 是 由 191 个 氨基 酸 组 成 ,相对 分 子 质量 约 为 21500， 
其 一 级 顺序 结构 为 : 

NH; —Phe oP to 一 hr 一 le —Pro—Leu Ser Arg —Leu Fhe —Asp—Asn—Ala—Met— 
Leu—Azg——Ala—His—Arg—Leu—tis—Gln—Leu—Ala—Phe —Asp—Thr —Tyr —GIn— 
Glu—Phe =G. u—Glu—Ala—Tyr—1l e 一 Pro 一 ] ys —Glu —Gln—Lys 一 Tyr Ser Phe 
Leu--Glr As 一 Po 一 On 一 T hr—-Ser—Leu—Cys —Phe— Ser—Glr--Ser—1 lo—Pro— 
Thr—Prae— Ser—An—Am—Glu Ghr—Thr—Gin—Gn {ys—Ser—Asn—Lew—Gin— 
Leu—Leu —Arg-—Ñe—Ser—Leu —Leu —Leu Je Cn Ser Tm Leu Gl Pro 
Val —Gln—Phe Leu —Arg—Ser —Val—Phe—Ala—Asn—Ser—Leu—Val—Tyr—Gly— 
Ala—Ser Asn Ser —Asp-—Val-—Tyr—Asp--Leu--Leu—Lys—Asp—Leu—Glr—Glr— 
G)y—Ile—Gle-—Thr—Lew-Met-—Gly—Arg—Leu—Glu —Asp—Gly—Ser—Pro—Am— 
Th (Q y—Gln—I le—Phe —Lys—Gln—Thr —T' yr —e my Ph e—Asp—Thr—Asn— 
Ser — His —Asa—Asp—Asp —Ala—Leu —Leu Lys —Asn-Tyr—Gly —Leu —-Ler—Tyr— 


3 
Cy Phe Ag Lys Ap Met —Asp —Lys Va Glu Thr Phe Le Ag Te 一 


Val Glr—Cys—Axg—Ser— Val—Glu —Gly —Ser—Cys—Gly-—Phe —COOH 


由 此 可 见 , 它 是 直 链 结构 ,在 体内 按 一 定 规律 螺旋 折合 ,造成 53 
位 和 165 位 的 半 胱 氨 酸 以 一 S 一 S 一 键 相 结合 ,同时 导致 182 位 和 
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189 位 的 半 肛 氮 酸 也 以 一 SS 一 键 结合 ,但 牛 的 生长 激素 是 有 分 支 
的 Y 形 结构 。 结 构 上 的 差异 会 在 功能 上 呈现 出 种 属 的 特异 性 , 牛 的 
生长 激素 对 人 是 没有 作用 的 。 

生长 激素 的 作用 是 能 影响 RNA 聚合 酶 的 合成 ,调节 RNA 的 转 
录 , 抑 制 糖 醇 解 ,促进 蛋白 质 合成 (特别 是 粘 多 糖 和 胶原 的 合成 ) 与 
钙 . 磷 的 吸收 。 所 以 它 能 导致 刺激 组 织 和 骨骼 的 生长 ,也 有 一 些 催乳 
功能 。 生 长 激素 分 刻 不 足 可 能 引起 侏儒 症 ;分 泌 过 多 可 能 会 导致 畸 
形 巨 人 。 

(4) 催 乳 激 素 (luleotropic hormone, LTH ,Prolation,PL)》 、 促 黄体 
生成 激素 {luteinizing hormone, LH) 、 促 邢 光 激素 (folticle stimulating 
hormone,FSH) ,这 些 统称 为 性 腺 刺激 激素 (gonadotropic hormone 或 
gonadotropin) ,它们 的 分 洲 受 下 丘脑 激素 的 控制 。 此 外 ,还 有 促 甲状 
由 激素 人 thyroid-stimmulating hormone,TSH) 也 属 算 体 前 叶 激 素 。 

催乳 激素 的 结构 也 因 生 物种 属 不 同 而 异 ,生理 功能 是 促进 乳腺 
中 RNA , 糖 代谢 和 脐 代 谢 有 关 的 酶 以 及 乳汁 蛋白 质 的 合成 ,并 刺激 
乳 汗 分 说 和 维持 黄体 分 说 学 酮 。 

促 黄 体 生 长 激素 (LH) 和 促 孵 泡 激素 (FSH) 以 及 促 甲状 腺 激素 
(TSH}) 都 是 垂体 前 叶 分 泌 的 糖 蛋 白 , 且 均 由 两 条 汰 链 以 次 级 键 结合 
在 一 起 所 构成 的 ,一 条 称 a- 链 是 稍 短 的 ,一 条 称 B- 链 是 稍 长 些 。 这 三 
种 激素 的 a- 链 彼此 的 结构 十 分 相似 , 较 大 差异 在 于 B- 链 ,大 概 此 差异 
决定 了 它们 的 特定 生理 活性 。 通 过 分 子 杂 交 实 验 的 研究 也 发 现 : 
LH-B- 链 与 TSH-e- 链 杂交 所 形成 的 激素 ,表现 出 LH 的 活性 ;TSH-B 
链 与 LH-a- 链 杂交 ,表现 为 TSH 的 活性 ;FSH-B- 链 与 LH-ea- 链 杂交 所 
合成 的 激素 ,表现 出 FSH 的 活性 等 ,说 明 三 者 各 自 的 B 链 是 分 别 决 
定 它们 生理 活性 的 主要 结构 因素 。 | 

LH JE gh fi E: = fE FT SB 38 Ha By 22 K JR, 能 将 cAMP 水 平 
提高 ,促进 胆固醇 合成 及 性 激素 的 转化 。 对 雌性 动物 的 作用 , 它 能 和 
FSH 协 间 促使 卵 集 黄体 的 生长 与 成 熟 ,促进 孕 烯 醇 酮 的 分 小 。 对 雄 
性 动物 的 作用 是 促使 窗 丸 的 间 质 细胞 分 小 雄性 激素 ;由 于 它 的 技 细 
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胞 是 册 质 细胞 , 故 又 称 为 促 间 质 细 胞 素 (interstitial cell stimulating 
hormone, [CSH) 。 

FSH 的 生理 功能 是 控制 性 细胞 (精子 和 卵子 ) 的 发 育 与 成 熟 ,并 
具有 促使 卵巢 分 泌 上 肉 激 率 的 作用 。 

TSH 的 生理 功能 是 对 甲状 用 上 皮 细 胞 质 膜 受 体 作 用 ,促使 
cAMP 增加 ,活化 甲状 腺 激 率 合成 有 关 酶 ,致使 甲状 腺 生长 和 甲状 逐 
激素 分 洲 。 

(四 ) 下 丘脑 激素 (hypothamic hormone) 

下 丘脑 是 中 枢 神 经 的 一 部 分 ,能 合成 和 分 洲 多 种 控制 垂体 前 叶 
激素 释放 的 下 丘脑 激素 ,其 中 有 的 能 促进 垂体 前 叶 激素 的 释放 , 如 促 
肾上腺 皮质 激素 释放 激素 (corticotropin releasing hormone,CRH) , 促 
甲状 腺 素 释 放 激 素 (Thyrotrobin releasing hormone, TRH) , fÉ 8 I& # 
成 激 案 释放 激素 (Lutenizing hormone releasing hormone, LRH) , fE BB 
渔 成 熟 激素 释放 激素 (Follicle. stimulating hormone releasing hor- 
mone,FRH) 等 ;也 有 的 起 着 折 @ 制 垂体 前 叶 激 素 释 放 的 作用 ,如 生长 
激素 释放 抑制 激素 (Growth hormone releasing hormone,GRIF) , 促 黑 
激素 释放 抑制 激素 (Melanocyte releasing hormone,MRIF) 等 。 当 外 
界 条 件 发 生变 化 ,刺激 传 至 下 丘脑 , 它 就 会 将 下 丘脑 激素 通过 垂体 门 
静脉 运送 至 垂体 前 时 ,调节 相应 的 垂体 前 叶 激 素 释放 ,以 适应 外 界 环 
境 和 机 理 的 需要 。 所 以 ,下 丘脑 激素 通常 具有 调控 脑 下 垂体 激素 的 
功能 。 

根据 已 研究 确定 了 化 学 结构 与 可 人 工 合成 的 4 种 ,介绍 如 下 : 

(1) 促 甲状 腺 素 释 放 激 素 (TRH), 其 顺序 结构 为 三 肽 顺序 : 
Pyro—Glu—His—Pro—NH;, ,其 Pyro 一 Glu 一 为 焦 谷 氮 酸 残 基 , 即 

H;C—CH;, O 
ot C-O 
x 
H 
在 N 一 端 。 
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焦 谷 氨 酸 是 环 状 内 酰胺 结构 ,为 这 种 激素 生理 活性 所 必需 的 ,有 
利于 防止 氨 肽 酶 的 破坏 。C 一 末端 为 哺 氨 酰胺 ,可 能 起 着 防止 羚 肽 
酶 降解 的 作用 。 

TRH 没有 种 属 特异 性 ,具有 使 垂体 前 叶 释 放 促 甲状 腺 素 的 功 
能 ,有 一 定 的 催乳 作用 ,而 临床 上 却 用 它 诊断 和 治疗 甲状 腺 机 能 减退 
症 。 

(2) 促 黄体 生成 激素 释放 激素 (LRH), 它 是 十 肽 分 子 , Pyro 一 
Glu—His—Trp—Tyr 一 Gly 一 Leu 一 Arg 一 Pro 一 Gly 一 NH;, 其 N 一 端 
也 是 分 子 活性 所 必需 具有 的 焦 谷 氨 酸 ,而 C 一 末端 是 甘 氮 酰胺 。 

LRH 的 生理 功能 是 控制 垂体 的 黄体 生成 激素 (LH) 和 促 卵 泡 成 
熟 激 素 (FSH) 的 分 泌 , 并 通过 它们 调节 性 腺 的 功能 。 现 用 它 进行 妇 
科 诊 断 ,以 及 治疗 下 丘脑 -垂体 系统 机 能 衰退 引起 的 不 育 症 。1.RH 
也 用 于 家 鱼 的 催产 。 

(3) 促 黑 激 素 释 放 反 制 激素 : 它 是 三 肽 和 五 胀 的 ,化 学 结构 分 别 
为 

Pro—Leu —Gly——-NH, 和 Pro—His —Phe —Arg—Gly—NH; 

— Bip rR FE U BSAK2yk3t u N 一 端 ,而 以 甘 氨 酰 胺 为 C 一 末端 ， 
这 大 概 是 它们 具有 相同 功能 的 原因 所 在 。 

(4) 生 长 激素 释放 抑制 激素 : 它 是 14 肽 分 子 , 即 Ala 一 Gly 一 
8—— —-— Css 
人 

由 于 它 具 有 一 对 一 S 一 S 一 键 ,分 子 的 空间 形态 必然 是 弯曲 折合 的 。 
它 可 用 于 控制 血糖 和 治疗 肢 端 肥大 症 。 在 进行 克隆 技术 研究 中 已 成 
功 地 将 人 工 合成 的 基因 放 入 大 肠 杆 菌 中 而 实现 了 表达 。 

综 上 所 述 , 下 丘脑 激素 的 量 处 于 微微 克 (pg) 水 平 , 却 发 挥 了 很 显 
著 的 调节 作用 。 下 丘脑 激 案 和 垂体 前 叶 分 小 的 某 些 激 素 能 控制 其 它 
激 索 的 合成 和 分 弯 , 反 之 ,被 控制 的 这 些 激 素 又 能 反馈 地 作用 于 下 瑟 
BR 34k ,调节 二 丘脑 激素 和 垂体 前 叶 激 素 的 合成 和 分 沙 。 例 如 肾 
圭 腺 皮质 激素 分 说 过 多 时 ,可 反馈 地 抑制 下 丘脑 CRH 与 垂体 前 叶 
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ACTH 的 分 泌 , 合 它们 均 调 控 在 一 定 适宜 的 水 平 上 。 这 是 生命 有 机 
体 协调 统一 的 证 例 。 只 要 其 中 一 个 环节 出 现 障碍 便 会 引起 生物 新 陈 
代谢 的 撩 衡 。 

(五 ) 胰 岛 激 率 

它 包括 胰 高 血糖 素 和 胰岛 素 , 是 分 别 由 胰岛 中 a-,B- 和 5 三 种 细 
胞 中 eg- 细胞 与 B 细 胞 进行 合成 和 分 泌 的 。 

(1) 胰 高 血糖 素 (glucagon) :这 是 相对 分 子 质量 为 3485 由 29 个 
氮 基 酸 组 成 的 多 肽 分 子 , 即 

NEE 
His—sSer—Glu—(]y—Thr—Phe—Thr—Ser—Asp——Tyr——arLLys—Tyr—Leu— 
NH, NH; NH 

¿u saa ge Z: awas Su Sp = asas 
胰岛 细胞 最 初 合成 的 是 一 个 在 C 一 末端 比 它 多 8 个 氨基 酸 残 基 的 
前 体 ,分 泌 时 才 转 化 为 有 活性 的 胰 高 血糖 素 。 | 

胰 高 血糖 素 分 小 后 经 门静脉 运 至 肝 胜 才 发 挥 促进 糖 酵 解 和 糖 异 
生 的 作用 ,最 终 导致 增 血糖 效应 ,这 种 效应 是 通过 cAMP 完成 的 ,这 
点 有 类 似 晴 上 腺 素 之 处 。 不 过 , 胰 高 应 糖 素 主 要 作用 于 肝脏 ,由 于 肝 
脏 中 腺 苷 酸 环 化 酶 受 体 对 胰 高 血糖 素 非 常 敏 感 ,因此 ,在 促进 于 糖 原 
醛 解 方面 的 作用 比 其 它 激素 更 强 , 它 促进 肝 糖 原 降解 的 过 程 快 而 持 
续 时 间 短 ,而 号 上 腺 素 主 要 促进 肌 糖 原 分 解 。 

胰 高 血糖 素 还 能 通过 cMAP 活化 肝 脂 肪 酶 询 导 致 脂肪 酸 的 形 
成 ,促进 骨骼 肌 中 蛋白 质 分 解 ,从 而 增进 糟 的 异 生 , 不 过 , 它 促进 脂肪 
分 解 的 作用 只 有 肾上腺 素 的 177, 并 且 对 促进 糖 异 生 的 作用 是 慢 而 
持续 时 间 较 长 的 过 程 。 

根据 合成 肽 的 比较 实验 所 得 结果 表明 :NN 一 末端 的 His 一 和 24 
~27 位 毛 基 酸 残 基 对 促进 肝 糖 原 酵 解 作用 是 必需 具备 的 ;NN 一 末端 
的 His 和 19~21 位 氨基 酸 残 基 是 分 子 具有 促进 脂肪 分 解 活性 所 必 
需 的 ;22 一 27 位 氨基 酸 序 列 对 于 各 细胞 上 受 体 ( 肝 细 胞 膜 上 的 受 
体 可 能 是 一 种 脂 蛋 白 ) 的 结合 起 着 重要 的 作用 。 

i 
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(2) 胰 岛 素 (insulin) : 它 是 胰岛 B- 细 胞 分 小 的 ,相对 分 子 质 量 为 
6000 蛋白 质 ,由 售 21 个 氨基 酸 的 A 链 和 含 30 个 氨基 酸 的 怠 链 组 成 
的 ,两 链 间 通过 S—S 键 联 结 。 

CU 一 Ya Leu 一 Cly 
siln 一 NEH2 NH, 
(y —&——.s NE, NH, 让 


| | | 
(YYS 一 Ala 一 Ser 一 VS CysSer Leu C Tyr—Girr— Leu—Glu—Asm—Tyr-Cys a 


; 
TS 人 20 
Leu NH, NH; Glu 


5 His CO A Vah Phe Aa Lys—-ProThr—Tyr Phe Phe Cly —Arg 


从 不 同 生 物 中 提取 的 胰岛 素 ,其 氨基 酸 组 成 和 抗原 性 质 往往 有 
或 多 或 少 的 差别 ,而 在 激素 的 生物 活性 方面 似乎 没有 呈现 出 种 属 的 
特异 性 。 

胰岛 素 最 初 是 以 一 条 单 链 分 子 的 前 体形 式 合成 的 , 称 胰 岛 素 丫 
《Proinsulin) , 它 在 分 被 后 加 工 成 熟 激活 过 程 中 ,会 切 去 胰岛 素 原 中 
连接 B 链 和 和 A 链 的 中 间 一 段 30 几 个 氨基 酸 组 成 的 C RK , El 
书 链 二 Are 一 Arg 一 Gh 一 Ala 一 Glo 一 Arg 一 Pro 一 (Hu 一 Ala 一 Gly 一 Ala 一 Val 一 Glu 一 Le 一 

Gly—Gly—Gly—Ler—Gly—Gly—Leu—Gln—Ala—Leu—Ala—Ler—Glu—Gly— 

Pro—Pro—Gin—Lys—Arg-++-A Ë 
才 形 成 有 活性 的 胰岛 素 。 分 弯 后 通过 门静脉 进入 肝脏 ,然后 由 体 循 
环 运 至 其 它 组 织 , 不 过 ,在 代谢 中 受 胰岛 素 调节 的 主要 组 织 是 肌肉 、 
脂肪 和 肝脏 ,而 红细胞 .肾脏 和 脑 组 织 相 对 地 几乎 不 受 胰岛 素 的 影 
响 。 胰 岛 素 到 达 靶 细胞 后 ,或 者 通过 环 状 核 苷 酸 的 第 二 信使 作用 ,或 
者 直接 影响 基因 表达 以 完成 其 最 终 调 节 效 应 。 

胰岛 素 对 代谢 具有 十 分 广泛 的 调节 作用 ,最 主要 的 是 促进 细胞 
膜 对 葡萄 糖 氨基酸、K* 等 的 通 透 性 ,促进 糖 原 合 成 酶 的 合成 与 活 
性 ,抑制 肝 糖 原 的 分 解 ,因此 具有 降低 血糖 的 作用 。 它 还 有 促进 气 基 
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酸 转移 和 蛋白质 合 成 ,以 及 抑制 脂肪 分 解 与 促进 脂肪 酸 合成 的 作用 。 
胰岛 案 的 功能 应 用 主要 是 治疗 糖尿 病 , 为 了 满足 医药 上 的 需要 ,近来 
还 发 展 了 以 固定 化 酶 改造 猪 胰岛 素 为 人 胰岛 素 的 方法 。 

” 胰岛素 与 入 上 腺 素 或 胰 高 血糖 素 导 致 cAMP 浓度 升 高 效应 的 
相反 , 它 是 抑制 腺 苷 酸 环 化 酶 但 却 能 激活 鸟 昔 酸 环 化 酶 ,促进 cGMP 
的 合成 ,从 而 进一步 引发 其 它 效应 。 

1965 年 在 我 国 第 一 次 成 功 地 实现 了 人 类 所 期 待 的 在 实验 室 用 
化 学 方法 合成 生命 物质 胰岛 素 。 其 基因 也 已 在 产 核 生物 进行 了 克隆 
表达 。 

(六 ) 甲 状 腺 各 甲状 旁 腺 激素 

甲状 腺 除了 分 弯 氨 基 酸 衍生 物 类 型 的 甲状 腺 素 外 , 它 还 可 以 合 
成 和 分 泌 一 种 多 肽 激素 , 即 降 钙 索 (calcitonin)。 甲 状 旁 腺 也 会 合成 
和 分 泌 一 种 称 和 作 甲 状 旁 腺 激素 (Parathyroid hormone) 的 单 链 多 肤 。 

(1) 降 钙 素 是 由 32 个 氨基 酸 组 成 ,相对 分 子 质量 为 3600。 其 一 
级 顺序 结构 为 


S —nn 
Ce [eur 一 Se Ce ee 
Phe—Asn—Lys Phe His —Thr—Phe—Pro—Glr—Thr—Ala— lle—Gly— Val Gly 
Ala—Pro—NH; 
它 的 生理 作用 正好 和 甲状 旁 腺 激素 抗衡 ,能 抑制 骨 钙 的 溶解 ,降低 血 
钙 ; 还 会 对 肾 起 作用 ,增加 尿 磷 的 排出 ,降低 血 磷 。 
2) 甲状 旁 腺 激素 是 由 甲状 旁 腺 分 说 的 84 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 
单 链 多 肽 ,相对 分 子 质量 为 9500, 其 N 一 端 起 1 一 34 的 肽 段 顺 序 和 
激素 活性 相关 ,这 片段 顺序 表达 如 下 : 
NSe Va Ser Gu le Gh Ter Me —His—Asm—Ler—Gly Lys Hs ler 
Am Se Met Or Ag Va Gin Tp Leu Ag Lys—lys—Lys Gin leu 
va 一 fs Am pbe ei 
甲状 旁 腺 激素 的 生理 功能 是 升 高 血 钙 ,与 降 钙 素 共同 调节 钙 \ 磷 
代谢 ,维持 血 钙 . 血 磷 浓度 相对 稳定 。 甲 状 旁 腺 机 能 亢进 时 , 常 导致 
r 859. s 
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皮质 玖 松 之 类 的 患 害 ; 若 甲状 旁 腺 机 能 衰退 时 ,由 于 血 钙 下 降 , 可 能 
出 现 肌 肉 痉 挛 、 抽 搞 等 症状 。 

《七 ) 胎 盘 激 素 

胎盘 分 泌 的 蛋白 质 激 素 最 主要 的 是 : 胚 盘 绒毛 膜 促 性 腺 激素 
(chorionic gonadotropin, OG) ,胎盘 催乳 素 和 松弛 素 (relaxin) 等 3 种 。 
其 它 还 有 如 绒毛 膜 促 甲状 腺 激素 等 其 生理 功能 尚未 明确 。 

(1) 肚 盘 绒 毛 膜 促 性 腺 激素 是 一 种 相对 分 子 质 量 约 为 47000, 由 
a 与 BB 两 种 亚 基 组 成 的 二 聚 体 糖 蛋白 ;a- 亚 基 相 似 于 LH 的 ,所 以 有 
相同 的 免疫 性 。 

(2) 胎 盘 催 乳 素 是 由 190 个 氨基 酸 组 成 的 ,其 相对 分 子 质量 为 
21600 ,生理 功能 尚 不 清楚 。 

(3) 松 弛 素 是 卵 虽 黄 体 合 成 和 分 站 的 多 肽 ,具有 使 骨盆 所 带 松 
弛 .子宫 颈 变 软 的 功能 , 现 用 于 治疗 痛经 和 滞 产 等 。 人 们 也 将 它 归 于 
胎盘 激素 。 

(和 八 ) 其 它 的 多 上 脉 蛋 日 质 激素 

例如 ,胸腺 素 (thymosin) 是 与 免疫 力 有 关 的 幼年 动物 胸腺 分 这 
的 蛋白 激素 ; 

肠胃 道 激素 ,它们 和 消化 液 的 分 小 及 胃 肠 的 收缩 蠕动 有 关 ， 

从 ACTH 家 系 分 离 出 来 的 内 啡 肽 和 脑 罪 肽 ,它们 可 用 于 镇 痛 
等 ; 

此 外 ,血管 紧张 驮 ,又 称 增 血压 素 , 可 用 于 抢救 中 毒性 休克 、 失 血 
性 休克 等 病人 。 

还 有 用 于 降 血 压 等 的 血管 舒缓 激素 等 。 

10.4.3 和 华 醇 类 激素 

省 醇 类 激素 种 类 很 多 ,它们 分 别 由 崩 上 腺 皮质 .性腺 和 胎盘 组 织 
合成 和 分 泌 的 ,各 自 为 在 环 戊 煤 多 氨 菲 核 上 连 有 不 同 侧 链 基 团 的 胆 
举 醇 入 生物。 根据 已 知 价 体 激 素 因 侧 链 基 团 不 同 所 造成 分 子 包 含 碳 
原子 数 有 21.19 和 18 三 种 , 则 分 为 三 种 类 型 (C21、C-19、C-18)。 但 
它们 有 共同 的 前 体 ,合成 产物 过 程 中 因 不 同 组 织 的 酶 系 差别 而 发 生 

+ 560 ` 


rr ne a 


分 化 ,导致 最 后 生成 不 同 的 激素 。 

通常 ,省 体 激 素 按 其 生理 功能 大 体 分 为 肾上腺 皮质 激素 和 性 激 
素 。 肾 上 腺 皮质 激素 又 可 进一步 分 为 糖 皮质 激素 (glucocorticoidJ) 和 
盐 皮 质 激素 (mineratocorticoid) ; 性 激素 再 分 为 雄性 激素 {androgen ) 
和 上 肉 性 激素 (estrogen)。 它 们 在 生理 作用 的 活性 方面 都 有 不 同 程度 
重生 交叉 。 

省 醇 类 激素 的 作用 方式 是 先 和 存在 于 细胞 质 中 指 受 体形 成 复合 
体 进 入 细胞 核 , 然 后 结合 于 染色 质 的 特异 部 位 ,促进 特定 的 RNA 和 
蛋白 质 的 合成 ,并 通过 它们 表达 生理 功能 。 

此 外 , 尾 虫 中 也 能 分 泌 省 醇 类 激素 例如 晤 皮 激 素 。 

一) 肾上腺 皮质 激素 

肾上腺 皮质 内 所 分 泌 的 多 种 内 体 物质 中 ,表现 出 肾上腺 皮质 激 
素 功 能 的 有 数 种 ,它们 是 皮质 醇 . 可 的 松 . 皮 质 酮 11- 陪 氧 皮质 酮 和 
醛固酮 等 C 21 类 型 稼 醇 类 物质 。 其 中 皮质 醇 的 糖 皮 质 激素 和 醛 固 
前 的 盐 皮 质 激 素 在 生理 功能 上 的 活性 最 强 。 

(1) 糖 皮质 激素 的 作用 是 促进 脂肪 组 织 中 脂肪 的 分 解 , 肝 中 蛋白 
质 的 分 解 ,降低 葡萄 糖 的 吸收 和 分 解 ,增强 糖 的 异 生 ,致使 血糖 升 高 ， 
有 抑 抗 胰 鸟 素 的 作用 ,有 可 能 使 精 尿 病 患者 进一步 恶化 ; 它 还 具有 降 
低 防 御 反 应 的 机 能 ,因而 有 抗 炎症 ,抑制 免疫 反 底 的 作用 。 此 外 , 它 
能 促进 骨 酸 和 胃 和 蛋白 酶 的 分 泌 , 因 而 对 消化 性 省 疡 患者 不 利 。 

(2) 盐 皮质 激素 的 作用 是 增强 Na* 、Cl -的 再 吸收 ,减少 它们 从 
汗腺 消化 管 系 .唾液 腺 中 的 排泄 ,同时 促进 细胞 外 液 中 Na * 和 细胞 
内 K 的 交换 与 KK- 的 排泄 。 

省 醇 类 激 案 的 21 位 碳 原 子 上 产 基 化 是 糖 、 盐 皮质 激素 所 必需 
的 ,同时 11 位 碳 上 羟 化 或 酮 基 化 与 17 位 碳 上 羟 化 对 增强 糖 皮质 激 
率 是 有 益 的 ,例如 皮质 醇 与 可 的 松 的 化 学 结构 分 别 为 : 
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对 于 增强 盐 皮质 激素 的 活性 ,第 18 位 碳 上 郑 化 是 重要 的 ,例如 醛 固 
酮 和 18- 产 皮质 柄 ,它们 的 化 学 结构 分 别 为 


xCHOH *iCHLOH 
HO | 
C—O | GO 
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(二 ) 性 腺 激素 

举 丸 和 财 巢 能 分 别 合成 价 体 性 激素 -雄性 激素 和 上 峻 性 激 素 。 它 
们 的 作用 是 通过 促进 蛋白 质 的 合成 ,调节 性 器 官 的 发 育 。 然 而 这 些 
激素 的 合成 与 分 六 是 受 脑 下 垂体 促 性 腺 激素 的 控制 。 经 研究 发 现 ， 
肾上腺 皮质 也 能 合成 和 分 泌 性 激素 ,但 对 生殖 机 能 的 影响 很 少 。 这 
是 因为 梭 的 上 月 上 腺 皮质 合成 的 雄性 激素 活性 很 低 ,而 上 肉 的 月 上 腺 皮 
质 合 成 的 峻 性 激素 极 少 。 

(JU) 雄 人 性 激素 都 是 含 C21 的 当 体 类 ,具有 雄 任 激素 活性 的 有 多 
种 ,主要 的 有 学 酮 (Testosterone) \ 雄 烯 二 酮 (androstenedione)、 雄 酷 
(androsterone)#l 2 21 3 BE FH ( dehydroepiandrosterone, DHEA), 其 中 
塞责 活性 最 强 ,在 前 列 腺 等 某 些 细胞 中 二 氢 备 酮 活性 更 大 。 它 们 的 
化 学 结构 分 别 是 
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雄性 油 素 绝 大 部 分 由 举 丸 间 质 细胞 合成 ,肾上腺 皮质 合成 举 酮 5% 
左 石 ,但 举 丸 组 织 缺乏 11- .21- 羟 化 酶 而 不 能 合成 皮质 激素 。 嘱 巢 也 
能 分 泌 少 量 举 酮 。 

雄性 激素 的 生理 功能 是 促进 男性 副 性 器 官 的 发 育成 熟 。 它 还 能 
增强 RNA 聚合 酶 和 核糖 体 氨 醚 转移 酶 的 活性 , 促进 蛋白 质 合成 和 
精 酵 解 , 而 且 举 酮 在 促进 蛋白 质 合成 方面 比 其 它 天 然 镜 体 激 素 强 。 

(2) 上 肉 性 激素 有 二 类 : 肉 激 束 (estrogenic hormone ) #Il ZË # # 
(progestational hormone), 

(A) 纵 激 豪 在 通常 情况 下 主要 由 卵巢 合成 分 泌 , 在 卵子 成 熟 而 
排卵 前 ,发 育 的 卵泡 合成 分 泌 肉 激 率 ,所 以 也 称 卵泡 激素 (follicular 
hormone), Eje C18 省 体 物 质 , 其 特点 是 A 环 为 酚 , 引 起 带 酸性 。 
体内 主要 的 峻 激素 有 三 种 ,它们 是 纵 二 醇 (estradicl) . 雁 三 醇 (estriol) 
和 上 肉 酮 (esterone), 其 化 学 结构 依次 为 


OH HO OH O 
和 


HO HO HO 


其 中 肉 二 醇 活 性 最 高 。 
上 峻 激 率 的 作用 是 促进 肉 性 副 性 器 官 的 发 育 和 副 性 征 的 出 现 ,这 
种 生理 功能 也 是 肉 激 素 通 过 和 细胞 质 中 的 受 体 结合 后 进入 细胞 核 ， 
进而 影响 沼 色 质 ,调节 和 蛋白质 合成 , 才 呈 现 的 。 . 
通过 研究 ,已 经 人 工 合成 了 非 省 类 物质 已 峻 熏 (hexestrol) 和 已 
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烽 肉 酚 等 一 类 物质 。 它 们 有 纵 激 素 相 似 的 生理 功能 ,对 比 结构 ,推测 
可 能 是 这 两 种 物质 都 含有 有 酚 基 团 的 原因 , 现 已 用 于 治疗 妇科 病症 ,还 
可 用 于 " 疼 鸡 ” ,使 鸡肉 嫩 又 鲜美 。 

(B) 孕 激素 是 C21 伪 体 物质 ,是 合成 其 它 省 体 激素 的 中 间 产 
物 , 活 性 的 孚 激素 是 孕 酮 (Progesterone) ,其 化 学 结构 为 
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它 是 由 黄体 分 刻 的 ,所 以 又 称 黄体 激素 (luteal hormone) , 即 在 脑 下 垂 
体 前 叶 的 促 卵 泡 激 素 作 用 下 ,卵泡 发 育成 熟 ,排出 卵子 ,本 身 发 育成 
黄体 ,然后 由 黄体 分 泌 孕 激素 。 

孚 激素 的 生理 作用 是 协同 峻 激素 ,促进 子 官 发 育 , 内 膜 增 生 , 保 
证 受精 卵 着 床 、 安 胎 ,促进 乳腺 发 育 ,维持 妊娠 ,并 阻止 排卵 ,抑制 动 
情 和 月 经 ,减少 子 官 收缩 。 在 妊娠 期 间 ,胎盘 成 为 分 说 雌性 激素 的 主 
要 组 织 , 妈 上 腺 皮质 及 军刀 虽 也 能 合成 肉 激 素 和 孕 激素 , 但 其 量 极 
微 。 

内 醇 类 激素 ,特别 是 肾上腺 皮质 激素 中 的 糖 皮 质 激素 能 减轻 炎 
症 , 消 除 过 敏 反 应 等 在 医学 上 已 广泛 地 应 用 。 为 了 提高 此 类 激素 的 
治疗 效果 ,减少 刘 作 用 ,人 们 在 不 断 研 究 ,对 激素 结构 上 进行 改进 ,并 
合成 了 不 少 可 的 松 衍生 物 ,它们 的 抗 炎 和 抗 过 敏 作用 比 可 的 松 好 。 
例如 : 泌 尼 松 即 强 的 松 , 在 第 1,2 位 碳 原子 间 , 使 之 具有 双 键 ;地 塞 米 
松 在 第 9 位 碳 上 连接 了 所 而 第 16 位 碳 上 连接 了 币 基 , 它 的 抗 炎 和 抗 
过 人 敏 作用 和 更 增强 了 。 它 们 的 化 学 结构 分 别 是 
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强 的 松 š; 地 塞 米 松 
它们 是 以 化 学 法 .微生物 酶 法 (固定 化 酶 法 ) 等 综合 工艺 制 得 的 。 

人 们 还 根据 肖 醇 激素 的 结构 ,研究 了 口服 避孕 药 ,目前 制 取 和 使 
用 的 主要 是 针对 女性 的 ,大 多 为 峻 激素 或 各 激素 的 往生 物 或 类 似 物 。 
其 中 有 避孕 率 达 99 % B) Z. h Ht — RR h SN. r T kh tk RE, 
*ETUWFRISUB A 38 p Bth sik e FERRS 3 5220. Phi ue 
还 能 缓慢 地 释放 和 代谢 成 乙 糯 肉 二 醉 而 呈现 长 效 之 效果 。 

综 上 所 述 ,雄性 激素 和 雌性 激素 虽 在 生理 功能 上 有 相反 的 作用 ， 
但 在 合成 上 有 共同 的 初 过 程 , 在 以 后 的 代谢 过 程 中 才 分 别 通 过 歧化 
反应 等 转化 为 相应 的 性 激素 ,所 以 根据 化 学 反应 动力 学 规律 ,军训 和 
卵巢 都 有 下 能 按 一 定 比例 ,但 各 自在 很 大 程度 上 怖 向 一 方 地 合成 上 
述 两 类 结构 相近 的 雄 、 雌 性 激素 ,而 且 这 两 类 性 激素 在 睾丸 和 卵巢 中 
的 合成 比例 还 有 可 能 相互 转变 。 

( = )%% BZ 8k 3 (molting hormone 或 ecdysone) 

昆虫 激素 大 体 上 可 分 成 两 类 :昆虫 内 激素 和 性 外 激素 。 昆 虫 内 
激素 由 体内 腺 体 分 泌 , 可 调节 ,控制 昆虫 的 生长 发 育 , 它 包括 脑 激素 、 
保 幼 激素 和 虹 皮 激素 ,只 有 蚁 皮 激 素 属 于 洗 体 激素 。 保 幼 激素 是 类 
梧 物 质 。 脑 激素 是 多 肽 重 白 类 物质 ,由 脑 神 经 分 泌 细 胞 分 沙 , 它 能 调 
节 赔 皮 激 素 和 保 幼 激素 的 分 小 。 昆 虫 性 外 激素 也 不 属于 省 醇 类 物 
质 。 

虹 皮 激素 由 前 胸腺 分 党, 是 C-27 当 醇 类 物质 。 根 据 第 20 位 碳 
原子 上 有 无 羟 化 而 分 为 -和 a- 两 种 。 它 的 生理 功能 是 控制 昆虫 ( 包 
括 甲 沉 类 ) 变 态 , 促 进 幼 虫 化 里 以 至 变 为 成 虫 , 当 保 幼 激 素 协 同 作用 
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时 能 促进 赔 皮 。 

10.4.4 脂肪 族 激素 

前 列 腺 (prostglandin, PG) 、 保 幼 激 素 {juvenile hormone) Bš h 
外 激素 和 某 些 植物 激素 等 都 属于 脂肪 族 激 素 。 

一) 前列 腺 素 

前 列 腺 素 是 含 五 元 环 的 二 十 碳 脂 肪 酸 , 为 脂肪 族 激素 中 主要 的 
一 类 。 根 据 五 元 环 主 结构 和 取代 基 , 归 纳 成 E、F、A 和 B 四 类 ,又 按 
五 元 环 外 侧 链 中 双 键 数 利 ,以 下 标注 明 每 一 类 的 分 类 ,譬如 PGA,. 
PGA; .PGAs 等 。 阁 以 五 元 环 外 侧 链 中 舍 一 个 双 键 为 例 , PGE, . 
PGF1 .PGA, 和 PGB 四 类 的 化 学 结构 分 别 为 
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i canga, 同一 类 前列 腺 
素 在 不 同 组 织 细胞 中 往往 发 挥 不 同 的 作用 ,在 人 的 脂肪 中 分 离 得 到 
的 成 纤维 细胞 受到 PGE, 影响 后 ,会 使 cAMP 的 含量 增加 95 倍 , 而 
在 血小板 中 似乎 没有 在 这 方面 呈现 出 功能 。 不 同类 的 前 列 腺 素 对 同 
一 种 组 织 的 作用 也 往往 不 同 , PGE 类 可 使 静脉 平滑 肌 放 松 而 PGF 
会 使 之 收缩 。PGE 与 许多 细胞 的 专 一 性 结合 会 使 腺 苷 酸 环 化 酶 的 
活化 和 cAMP 的 积累 ,而 PGF 却 无 此 作用 。 现 已 发 现 ,在 几 种 组 织 
和 细胞 中 FGF 会 使 cAMP 的 含量 增加 。 但 是 对 于 这 些 化 合 物 的 作 
用 机 制 尚 不 清楚 ,还 有 待 于 进一步 研究 ,无 法 在 此 详尽 地 描述 。 

前 列 腺 素 的 生理 功能 只 能 大 体 上 概括 如 下 :能 调节 血管 的 收缩 
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和 扩张 ,以 及 血压 的 升 高 和 降低 ,调节 子宫 ,平滑肌 等 扩展 和 收缩 , 增 
加 血管 壁 与 质 膜 的 透 性 ,影响 通过 突 触 (神经 细胞 和 靶 细 胞 间 的 特殊 
连接 的 简称 ) 的 传递 ,抑制 脂 质 分 解 等 。 此 外 ,PGE 和 PGF 还 有 抑 
制 炎症 的 效应 。 所 以 医药 上 将 前 列 腺 素 用 于 治疗 高 血压 ;临床 引产 ; 
提高 怀孕 率 ; 支 气管 解 痉 , 缓 解 哮 噶 ,抑制 胃酸 分 泌 , 控 制 胃 演 疡 等 。 

(二 ) 保 幼 激素 

保 幼 激素 的 生理 功能 是 维持 昆虫 处 于 幼虫 阶段 ,防止 早熟 而 分 
化 变态 为 成 虫 ,所 以 昆虫 在 其 生长 发 育 阶段 可 能 都 需要 保 幼 激 案 。 
用 保 幼 激素 处 理 成 虫 ,能 导致 不 孕 而 灭 种 。 通 过 研究 发 现 , 保 幼 激素 
与 晓 皮 激素 一 样 也 存在 于 某 些 组 织 体 内 。 还 从 某 些 植物 中 发 现 “ 抗 
保 幼 激素 ” ,它们 能 使 昆虫 早熟 ,变态 ,这 可 能 是 男 一 种 有 效 杀 虫 剂 。 

保 幼 激 率 主要 是 昆 忠 分泌 的 一 种 昆 忠 内 激素 ,有 工 、 卫 两 种 ,其 


结构 为 
bp 
COOCH; 


# R=GHs 则 为 I 型 :R=CH 为 荆 型 。 它 的 入 生物 或 类 似 物 已 开 
始 用 于 害虫 防 治 ,人 们 用 人 工 合成 的 有 效 激 素 杀 虫 剂 一 一 二 烯 异 再 
酯 ,其 结构 为 
CH;O O 
XA AAA 7 
便 能 阻止 蚊虫 等 正常 变态 ,致使 其 死亡 。 不 过 , 若 以 适当 计量 处 理 家 
得 幼虫 ,可 使 幼虫 龄 期 延长 , 吐 丝 量 提高 ,有 利于 增产 。 

三) 昆虫 外 激素 

昆虫 外 激素 系 指 昆 下 分 站 到 体外 发 挥 作用 的 激素 , 主要 包括 昆 
虫 “性 外 激素 ”和 “蜂王 物质 ”。 

(1) 昆虫 性 外 激素 (sexpheromone) 属 长 链 烷 烃 衍 生物 类 ,从 不 同 
昆虫 分 泌 的 性 外 激素 ,其 结构 也 显著 不 向 ,因而 各 有 其 特异 性 。 倒 
如 ,和 舞 毒 蛾 和 棉 红 伶 虫 的 性 外 激素 之 化 学 结构 分 别 是 

" 567 °` 


nr PI v. . s. v. wp. ... s . —— " ——— 


《CH3s )2CHIUCH2)。 CH CH(GP )oCEHR 


O 
和 A AA Gara 

这 类 物质 实际 上 是 性 引诱 剂 , 它 被 分 小 后 散发 到 空气 中 ,能 刺激 
引诱 异 和 性 昆虫 ,于 是 人 和 们 利用 其 作为 害虫 的 捕 诱 剂 。 

《2) 蜂 王 物 质 是 蜂王 分 泌 到 体外 的 物质 。 经 接触 粘 染 的 幼 蜂 ,被 
抑制 了 卵巢 发 育 而 变 为 工蜂 。 这 种 蜂王 物质 的 化 学 本 质 尚未 弄 清 
楚 。 

(四 ) 其 些 脂肪 族 檀 物 激素 

植物 激素 也 有 些 是 脂肪 族 入 生物 ,例如 : 

乙烯 ,其 生理 作用 是 降低 生长 速度 ,促进 果实 成 熟 。 现 已 人 工 合 
成 生产 了 2- 氯 乙 基 础 酸 (CICHCH,PO(OH)， ,通称 乙烯 利 ), 它 被 植 
物 吸 收 后 便 释放 出 乙烯 ,于 是 可 用 在 水 果 ( 例 如 香蕉 ) 等 果实 的 催 熟 ， 
还 能 提高 橡胶 产量 。 | 

18 3631FE38 , E E s 453 BG, B| 

[CI 一 CPP 一 CH 一 NT (CH;),—CH.; CI ` 
简称 CCC, 具 有 促进 细胞 分 裂 等 作用 ,在 生产 上 用 于 防止 小 麦 倒伏 ， 
提高 产量 。 它 尚 有 抗 示 霉 素 的 性 能 。 

10.4.5 葵 环 及 杂 环 类 激素 

植物 激素 大 多 数 是 蘑 环 或 杂 环 衍生 物 。 

(一 ) 生 长 素 

从 植物 体内 提出 的 生长 素 是 呵 噪 乙酸 ,其 化 学 结构 为 : 


dma COOH 


H 
它 的 作用 是 促使 细胞 萌 长 . 生 很 和 结 光 籽 打 实 等 。 用 它 处 理 种子 和 
块 芭 , 有 催促 萌发 的 效果 ,以 它 处 理 后 的 插播 植物 的 存活 率 会 提高 。 
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在 实际 应 用 上 是 以 人 工 合成 的 生长 素 代替 ,如 蔡 乙 酸 或 2,4- 二 氟 葵 
氧 乙 酸 (简称 2,4-D) ,它们 分 别 用 于 防止 棉花 .果树 等 落 铃 落花 果 或 
促使 蕃 若 等 提早 结果 ,同时 也 有 除草 剂 效用 。 它 们 的 结构 分 别 表 述 
如 下 : 

CH; COOH OCH,COOH 


. OF 
Cl 

分 子 中 的 莪 环 类 和 乙酸 基 结 构 对 它们 .上 述 的 功能 是 起 着 极其 重要 的 
作用 ,但 分 子 含 有 的 二 毛茶 环 基 团 可 能 会 导致 同 二 毛茶 残留 时 间 过 
Ts 

( —)3F35 3 (gibberellin, GA) 

fE LOMA S 234 40 种 ,它们 是 舍 赤 壁 烷 核 的 一 类 物 
质 ,其 中 GaAs 的 活性 最 强 , 在 体内 以 葡萄 糖苷 形式 存在 。 它 能 诱导 
淀粉 酶 蛋白酶 等 的 合成 ,还 能 提高 核酸 合成 酶 的 活性 ,促进 种 子 萌 
芽 和 芝 叶 生长 ,加 速 发 育 ,防止 花 果 脱落 等 。 

现在 所 生产 的 赤 霉 素 是 应 用 发 酵 技术 获得 的 。 

(三 ) 细 胞 分 烈 素 (cytokinin) 

细胞 分 发 素 是 一 类 味 叭 卫生 物 ,例如 6-ukum 2438 PED2 E J 
酵母 中 发 现 , 称 激动 素 (kinetin) ;6- 氨 基 嗓 叭 是 从 受精 玉米 种 子 中 分 
离 到 的 , 称 玉米 素 (Zeitin)。 

细胞 分 裂 素 的 生理 功能 是 促进 核酸 与 咎 白质 合成 ,物质 转运 , 促 
进 细 网 分 裂 和 分 化 , 延 迟 和 防水 器 官 衰 老 , 这 些 作 用 可 能 与 它 含 有 床 
叭 的 结构 有 关 。 信 工 合 成 的 6- 茶 基 腺 嗓 叭 在 生产 实 距 应 用 中 ,表明 
除了 能 提高 谷物 产量 外 ,还 能 迁 长 柬 菜 , 蕃 葫 和 鲜花 的 贮藏 时 间 。 如 
果 细 胞 分 裂 素 与 生长 素 合用 还 能 有 效 地 进行 单 倍 体育 种 。 

(四) 脱落 酸 {abscisic acid) 

脱落 酸 是 在 衰老 与 休眠 的 木 本 植物 与 脱落 的 禄 铃 中 提取 到 的 物 
质 , 其 结构 如 下 : 
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” 它 的 功能 活性 可 能 与 分 子 含 有 六 元 环 上 羟基 和 同位 珊 上 侧 链 其 酸 有 


密切 关系 。 

脱落 酸 能 抑制 生长 ,促进 植物 离 层 细胞 成 熟 ,引起 植物 休眠 和 落 
n], 8 n gb 13 Chishi WJ 4826 BE 71, 
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各 种 生理 功能 ;垂体 前 叶 分 泌 的 某 些 激素 是 作用 于 内 分 泌 腺 体 ,调节 
和 促进 其 中 相应 激素 的 合成 和 分 泌 , 故 有 “ 促 激素 "之 称 ,下 丘脑 是 植 
物性 神经 系统 的 高 级 中 枢 , 也 是 内 分 党 器 官 , 下 开 脑 细胞 具有 神经 细 
胞 与 分 泌 细 胞 双重 特性 , 它 能 合成 和 分 泌 名 为 激素 释放 因子 的 激素 
或 名 为 释放 抑制 因子 的 激素 (统称 神经 激素 ), 起 着 更 高 一 级 “层次 
的 调节 作用 ,调节 着 垂体 前 叶 和 中 叶 内 " 促 激 素 " 的 合成 和 分 泌 ; 大 脑 
皮层 又 控制 着 下 丘脑 激素 的 分 泌 , 大 脑 皮 层 分 小 的 儿 茶 酚 胺 作用 于 
于 丘脑 ,促进 了 相应 的 各 种 激素 释放 因子 的 释放 ,而 大 脑 皮 层 分 小 的 
5- 羟 色 胺 会 抑制 相应 的 各 种 激素 释放 因子 的 释放 ,也 能 促进 男 一 些 
相应 的 激素 释放 因子 的 释放 。 激 素 的 合成 和 分 说 除了 由 “高 层次 "到 
“低层 次 "( 即 大 脑 皮层 -> 下 丘脑 一 脑 下 垂体 -各 组 织 内 分 谈 腺 ) 的 调 
控 外 ,还 受到 不 同 水 平 的 由 "低层 次 "到 高 层次 "的 反馈 调控 。 例 如 ， 
甲状 膀 有 踪 素 的 作用 可 引起 血 钙 升 高 ,倘若 血 钙 高 了 又 能 反馈 抑制 该 
激素 的 分 泌 ; 促 肾上腺 皮质 激素 会 促进 肾上腺 皮质 激素 的 分 泌 , 然 
而 , 当 皮 质 醇 分 泌 过 多 时 ,又 将 反馈 地 导致 促 崩 上 逐 皮 奈 激素 与 其 释 
放 因 子 的 分 弯 受 到 抑制 。 而 且 血 滚 中 ACTH 含量 足够 高 时 ,也 会 抑 
制 促 肯 上 腺 皮质 激素 释放 因子 的 分 泌 。 所 以 ,各 种 激素 在 体内 是 大 
控 代 谢 的 统一 系统 ,致使 各 种 生理 效应 适应 生命 活动 的 需要 和 应 付 
外 经 条 件 的 变化 。 任 何 一 种 激素 出 现 异 常 ,将 会 引起 相应 的 内 分 六 
失调 的 症状 。 
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10.5 激素 的 作用 机 制 


激 夫 所 表现 的 作用 是 遂 过 影响 酶 的 众 化 活性 ;促使 细胞 膜 通 透 
性 的 改变 ;调节 某 些 酶 和 和 蛋白质 的 合成 。 这 三 种 功能 表明 了 它 不 同 
于 酶 的 催化 功能 ,也 不 同 于 维生素 那样 作 辅 酶 所 发 挥 的 作用 。 激 素 
要 作为 “第 一 信使 "务必 与 相应 的 受 体 结合 ,然后 转变 为 细胞 内 信号， 
以 调节 酶 活性 、 膜 遂 透 性 或 酶 与 重 白 质 的 合成 ,进而 广泛 地 调节 各 种 
生理 生化 过 程 。 

激素 与 受 体 的 结合 表现 出 相当 高 的 专 一 性 ,由 于 每 一 种 激 案 只 
能 与 特定 受 体 结合 ,所 以 也 仅 作 用 于 各 自 的 靶 细 胞 , 当 一 种 激素 作用 
于 不 同 革 细胞 时 ,往往 所 产生 的 效应 也 不 同 ,而 且 技 细胞 作出 的 相应 
应 管 的 快 蛋 也 很 不 相同 。 根 据 激 罕 的 专 一 性 受 体 所 处 位 置 和 细胞 内 
信号 产生 的 情况 ,激素 的 作用 机 制 大 致 可 归纳 成 两 种 类 型 :第 一 种 类 
型 是 激素 和 质 膜 上 的 受 体 结合 ,使 受 体 和 蛋白 的 构象 改变 ,进而 影响 质 
膜 上 的 酶 活性 或 离子 通道 ,导致 细胞 内 形成 信和 号 分 子 , 人 称 “ 第 二 信 
使 ”, 它 能 调节 恩 组 胞 所 有 有 关 的 生理 过 程 ; 第 二 种 类 型 是 汶 案 和 细 
胞 内 受 体 结 合 ,形成 激素 一 受 体 络 合 物 ,进而 又 和 染色 质 结合 ,影响 
特定 基因 的 转录 表达 ,以 调节 革 细 胞 所 有 有 关 的 生理 过 程 。 

10.5.1 激素 积 质 膜 上 受 体 结合 进行 的 调节 

(一) 质 膜 上 受 体 和 蛋白 的 作用 和 “第 二 信使 * 产 生 

经 研究 认为 ,采用 这 种 机 制 类 型 的 激素 都 是 亲 水 基 团 外 向 的 亲 
水 分 子 , 它 们 的 这 种 构象 是 无 法 游离 状 地 穿 过 质 膜 政 水 区 而 进入 细 
胞 的 ,于 是 就 依赖 于 一 些 不 溶性 的 质 膜 谋 合 蛋白 质 作 为 它们 专 一 对 
应 的 受 体 。 晶 然 这 些 受 体重 白质 仅 占 总 质 漠 和 蛋白 质量 的 1% 以 下 ， 
能 够 专 一 地 选择 和 有 关 对 应 的 信号 分 子 激素 结合 的 数 和 且 可 以 在 500 
~I000007 纲 胞 范围 问 变 动 ,但 激素 和 受 体 之 间 是 通过 亲和力 很 高 的 
次 级 键 结合 , 亲 合 常数 K22105mol/L, 因此 即使 激素 浓度 极 低 ,也 能 
引起 相应 的 生理 效应 。 
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激素 分 子 和 受 体 在 细胞 外 侧 结合 后 , 受 体 蛋白 会 发 生 构 象 的 改 
变 , 并 进一步 引起 细胞 内 作为 “第 二 信使 > 的 信号 分 子 的 产生 。 较 普 
遍 的 情况 是 通过 激活 名 为 腺 苷 酸 环 化 酶 的 质 膜 结合 酶 ,从 而 催化 “第 
二 信使 " 环 状 AMP{cAMP) 的 形成 ;不 过 ,也 有 可 能 被 细胞 外 信和 号 分 
子 活化 的 是 蛋白 激酶 , 它 进而 能 使 细胞 和 蛋 刍 5 例如 受 体 和 蛋白、 其 它 质 
噶 蛋 白 或 细胞 质 重 白 等 ) 磷 酸化 。 一 个 明显 的 例子 是 表皮 细胞 生长 
因子 (epidermal growth facter, EGF)8J 2 28 F , 它 可 能 是 与 蛋白 激 
酶 结合 极其 紧密 的 和 蛋白质 ,也 可 能 本 身 就 是 蛋白 激酶 , 当 与 EGF 结 
合 而 被 活化 时 ,能 进一步 催化 表皮 细胞 或 其 它 受 EGF 18365 BJ 3838] ü 
中 特定 细胞 蛋白 的 Tyr 残 基 磷 酸化 ,从 而 激发 这 些 细 胞 分 裂 和 生长 。 

另 一 种 情况 是 受 体 蛋白 和 信和 号 分 子 结合 后 ,由 于 构象 的 改变 , 打 
开 ( 或 关闭 }) 了 质 膜 的 离子 通道 ,打开 的 离子 通道 引起 用时 离子 流 以 
改变 跨 膜 电 位 ,或 者 导致 较 大 的 流向 细胞 质 的 离子 流 , 这 些 都 能 促使 
打开 Ca ?+ 的 通道 ,Ca?! 就 扮演 "第 二 信使 "进入 细胞 质 。 

上 述 提 及 的 第 二 信使 cAMP 是 普遍 存在 于 生物 体内 ,一 般 在 动 
物 细胞 内 含 景 约 为 10-*moi/L。 在 激素 作用 下 ,其 浓度 在 数秒 内 发 
生 5 倍 左 右 的 变化 。 体 外 实验 表明 ,用 悄 上 腺 素 人 处理 游 离 的 肝 细 胞 
膜 ,在 ATP 存在 下 可 诱导 cAMP 的 形成 ,而 cAMP 可 以 作为 信使 分 
子 夫 代 肾 上 腺 素 活化 肝 细 胞 的 无 细胞 膜 抽 提 液 中 磷酸 化 酶 。 还 有 其 
它 类 似 实验 也 表明 激素 可 以 通过 形成 的 cAMP 作为 “第 二 信使 "发 
挥 生 理 作 用 。 

以 cAMP 为 细胞 内 “第 二 信使 "的 激素 与 在 细胞 膜 t 受 体 结合 
后 ,一 般 都 是 通过 活化 腺 昔 酸 环 化 酶 来 调节 细胞 内 cAMP BJ TE FEE K 
平 。 磷 酸 二 酯 酶 的 活性 是 在 信号 刺激 后 能 催化 cAMP 迅速 地 解除 
3 BSHQBEERIRI MEER $-AMP ,以 便 继续 接受 新 信号 的 诱导 。 

(二 )G- 蛋 白 的 访 同 效应 

人 们 通过 研究 发 现 , 受 体 活化 腺 苷 酸 环 化 酶 时 尚 需 一 种 能 和 
GTP 结合 的 蛋白 质 , 它 被 称 为 G- 蛋 白 .是 具有 GTP 荫 活 性 的 。 当 它 
和 GTP 结合 时 即 能 协同 激素 受 体 活化 腺 苷 酸 环 化 酶 。 在 GTP 水 解 
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为 GDP 后 ,会 可 首 地 失去 这 种 协同 活化 的 作用 。 各 种 实验 迹象 表 
HH ,激素 有 党 体 接 受信 号 后 ,不 是 直接 地 而 是 通过 与 GTP 结合 的 G- 蛋 
白 活化 腺 背 酸 环 化 酶 。 

根据 上 述 ,可 将 激素 调节 腺 苷 酸 环 化 酶 活性 的 机 制 概 括 如 下 : 

《1 激素 分 子 和 艇 合 于 细胞 膜 外 表面 的 受 体 蛋白 结合 ,改变 受 体 
蛋白 的 构象 ; 

(2) 改 变 了 构象 的 受 体 和 G- 蛋 白 作 用 ,并 活化 G- 蛋 白 ; 

《3) 活 化 的 G- 蛋 白 在 细胞 质 铀 和 GTP 结合 后 ,促使 G- 蛋 白 构 每 
改变 ,同时 受 体 脱离 ， 

《4) 随 后 G- 蛋 外 和 詹 合 于 膜 内 表面 的 腺 苷 酸 环 化 酶 结合 ,并 促 
使 环 化 酶 活化 ,接着 便 催 化 ATP 生成 cAMP; 
(5) 水 解 GTP,G- 和 蛋白 和 腺 苷 酸 环 化 酶 恢复 为 原来 的 非 活 化 状 


=< 
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此 外 ,还 有 较 复 杂 的 情况 , Etna rh i 'F0 y 4k. BS 89715 445 
要 征调 蛋白 与 Ca*' 所 形成 的 络 合 物 参 与 。 这 样 , 环 化 酶 的 活化 也 和 
Ca2t 的 水 平 有 关 。 

(三 ) 蛋 白 激酶 的 生理 功能 

进一步 研究 得 项,cAMP 形成 后 , 它 的 第 二 信使 作用 , 即 cAMP 
表现 的 各 种 生理 效应 一 般 都 要 通过 蛋白 激酶 来 完成 。 和 蛋白 激酶 是 一 
种 别 构 蝇 白 ,通常 由 两 种 亚 基 一 一 调节 亚 基 (R) 和 催化 亚 基 {(C) 所 组 
成 - 以 肌肉 中 获得 的 依赖 于 cAMP 的 蛋白 激酶 为 例 , 其 包含 的 调节 
亚 基 根 对 分 子 质 量 汶 49000 和 催化 亚 基 相对 分 子 质 量 为 38000, 当 
无 cAMP 时 ,调节 亚 基 和 催化 亚 基 是 以 无 活性 的 R.C, 络 合 物 形式 
存在 。cAMP 是 蛋白 激酶 依赖 的 别 构 调节 效应 物 , 它 能 和 调节 亚 基 
结合 而 改变 其 构象 ,导致 蛋白 激酶 的 两 种 组 成 亚 基 解 离 成 R 和 两 个 
C, 使 C 从 调节 亚 基 的 抑制 控制 下 解脱 出 来 ,从 而 表现 出 该 酶 的 催化 
活性 。 活 化 了 的 蛋白 激酶 能 催化 ATP 上 磷酸 基 转 移 到 靶 纲 胞 中 某 
些 重 白质 的 丝氨酸 或 苏 握 酸 羟 基 ,促使 这 些 蛋 白质 磷酸 化 ,从 而 调节 
它们 的 活性 。 
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上 述 这 种 蛋 当 激酶 几乎 存在 于 所 有 动物 细胞 内 ,所 以 cAMP 能 
在 各 种 动物 组 胞 中 表现 出 它 的 效应 。 由 于 cAMP 表现 的 效应 因 激 
京 的 不 同类 型 靶 细 胞 而 有 所 差异 ,推测 蛋白 激酶 的 底 物 在 不 同 细 狗 
中 往往 有 所 不 同 。 

《四 ) 嗓 上 腺 素 对 糖 代 谢 调节 机 制 实例 

人 研究 得 较 多 的 是 肾上腺 素 对 糖 代 谢 的 影响 。 已 经 知道 ,肾上腺 
素 具 有 调控 糖 元 合成 与 降解 的 效应 。 粮 元 是 动物 肌肉 和 肝 艇 内 葡萄 
糖 的 主要 贮存 形式 , 当 动 物 机 体 处 于 紧张 时 , 肾上腺 便 会 分 滋 肾 上 腺 
素 ,并 通过 血液 输送 到 各 种 组 织 ,发 挥 相应 的 生理 效应 。 其 中 有 促进 
肌 糖 元 的 分 解 和 抑制 糖 元 的 合成 。 此 效应 就 是 通过 cAMP- 和 蛋白 激 
酶 体系 呈现 的 , 即 由 cAMP 活化 了 的 蛋白 激酶 能 使 糖 元 合成 酶 磷酸 
化 ,这 种 磷酸 化 修饰 会 抑制 该 酶 催化 糖 元 合成 的 活性 。 活 化 的 蛋白 
激酶 还 能 使 磷酸 化 酶 激酶 殉 酸 北 而 促使 其 活化 ,活化 的 磁 酸 化 酶 激 
酶 类 似 于 和 蛋白 激酶 , 便 会 再 催化 糖 元 磷酸 化 酶 磷酸 化 ,此 磷酸 化 则 引 
起 对 糖 元 磷酸 化 酶 的 活化 ,从 而 促进 糖 元 分 解 。 

概括 而 言 , 崩 上 腻 索 首先 递 过 受 体 促进 cAMP 的 生成 ,第 二 信 
使 的 cAMP 作用 于 和 蛋白 激酶 而 使 之 活化 ,于 是 进一步 催化 两 种 不 同 
酶 的 磁 酸 化 ,然后 从 两 方面 分 别 抑制 糖 匹 合成 酶 和 活化 磷酸 化 酶 激 
酶 来 促进 糖 元 分 解 。 

在 细胞 内 尚 存 在 另 一 种 接受 cAMP 调节 的 磷酸 化 蛋白 磷酸 本 
Bli (phosphoprotein phosphatase) , 它 的 作用 是 众 化 三 种 更 酸化 了 的 糖 
元 合成 酶 .磷酸 化 酶 激酶 和 糖 元 磷酸 化 酶 ,在 cAMP 水 平 下 降 时 脱 
去 磷酸 ,抑制 精 元 分 解 和 促进 糖 元 合成 。 于 是 生物 体 为 了 确保 系统 
再 次 接受 激素 信号 由 cAMP 作 相 应 的 应 答 , 在 激素 信号 除去 后 ,就 
能 立即 恢复 原来 状态 。 且 和 蛋白 激酶 与 磷酸 化 蛋白 磷酸 栈 酶 之 间 也 存 
在 着 作用 上 按 有 机 整体 的 协调 ,其 中 还 有 受 cAMP 和 Ca! 调节 的 磷 
雄 化 酶 激酶 的 参与 。 磷 酸化 酶 激酶 是 4 种 亚 基 组 成 的 ,其 中 为 催 
化 亚 基 ,5 是 结合 Ca*! 的 钙 调 和 蛋 扬 ,a 和 B 可 由 蛋白 激酶 催化 而 磷酸 
化 ,但 a- 亚 基 被 盔 酸 化 的 速度 慢 , 时 间 差 约 1 ~2min。 激 素 对 磷酸 化 
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酶 激酶 的 调节 主要 是 通过 使 B. 亚 基础 酸化 。 上 亚 基础 酸化 后 发 生 构 
象 改 变 而 促使 该 酶 从 无 活性 状态 转变 为 活性 状态 ;a- 亚 基 磷 酸化 会 
促进 及 亚 基 的 构象 进一步 改变 ,导致 对 磷酸 化 和 蛋白 磷酸 酯 酶 脱 磷酸 
化 作用 的 敏感 性 ;随后 又 使 请 亚 基 脱 去 磅 酸 后 回复 到 无 活性 状态 。 
概括 而 言 ,激素 通过 蛋白 激 酶 的 作用 使 磷酸 化 酶 激酶 瞬时 转 人 活性 
状态 ,产生 相应 的 生理 效应 ,然后 蛋白 油 酶 进一步 作用 ,经 一 定 的 时 
间 间 隔 后 ,在 磷酸 化 蛋白 磷酸 酯 酶 的 协同 下 , 脱 去 磷酸 化 酶 激酶 的 磷 
酸 , 使 之 回复 至 无 活性 状态 ,终止 激素 的 效应 。 由 此 表明 ,激素 能 肪 
冲 地 旺 现 它 的 作用 。 

现 已 知道 ,利用 成 为 生化 过 程 限 速 环节 的 磷酸 化 和 脱 磷酸 化 反 
应 来 调节 活性 的 酶 , 约 有 25 种 以 上 。 它 们 的 调节 往往 在 生化 过 程 中 
的 每 一 步骤 都 具有 生物 放大 效应 。 

此 外 ,激素 还 可 能 通过 其 它 功能 蛋白 来 呈现 其 生理 效应 ,这 方面 
的 机 理 研 究 得 还 不 太 清 楚 。 在 动物 细胞 内 除了 cAMP 外 ,细胞 质 中 
尚 存在 浓度 只 不 过 是 cAMP 的 十 分 之 一 的 cGMP。 它 是 由 GTP 经 
岛 昔 酸 环 化 酶 催化 而 转变 成 的 ,又 能 被 cGMP 磷酸 二 酯 酶 作用 生成 
GMP。cGMP 引起 的 生理 效应 往往 与 cAMP 的 相反 , 它 可 减缓 心肌 
的 搏动 ,抑制 糖 的 异 生 ;cGMP 还 与 <AMP 促进 Ca* 从 线粒体 进入 
上 胞 质 的 功能 相 背 , 它 又 能 使 细胞 膜 表 面 受 体 由 激素 等 激活 后 ,可 以 促 
f# Ca2t 通道 瞬时 好 打开 ,让 细胞 外 Ca+ 进入 细 雹 质 而 充当 第 二 信 
使 。 此 时 饰 调 重 白 成 为 缁 胞 内 的 直接 信号 受 体 , 它 在 Ca2 的 调节 过 
程 中 起 着 极为 重要 的 作用 。 

钙 调 蛋白 广泛 地 存在 于 动物 和 植物 细胞 内 ,具有 148 个 氨基 酸 
残 基 所 组 成 的 单 肽 链 , 在 分 子 中 有 4 个 Ca 结合 位 点 。 它 对 Ca 
有 很 高 亲和力 (K=**10” mol/L) 和 选择 性 (相对 Mg 约 有 1000 倍 以 
上 》)。 当 镍 调 蛋 白 和 第 二 信使 Ca 结合 后 , 便 发 生 明 显 的 构象 改变 
而 进一步 对 它 的 靶 蛋 白 产 生 影 响 , 信 号 得 到 传递 和 放大 。 

现在 发 现 , 钙 调 蛋 白 的 靶 蛋 白 越 来 越 多 ,有 cAMP 不 同形 式 的 
磷酸 二 酯 酶 、 环 化 酶 .结合 于 膜 的 Ca? -ATP 酶 .磷酸 化 酶 激酶 和 肌 
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球 和 蛋白 轻 链 激酶 等 。 在 大 多 数 情况 下 , 钙 调 蛋白 是 在 结合 Ca** 后 才 
转 信 线粒体。 一 般 认 为 ,cGMP 的 功能 似乎 是 参与 细胞 内 游离 钙 浓 
度 升 高 时 引发 的 效应 ,而 不 像 是 激素 作用 的 第 二 信使 。 当 胞 质 Ca 
浓度 升 高 时 会 导致 cAMP 水 平 上 升 ,于 是 活化 依赖 cGMP 的 蛋白 激 
酶 ,然后 引起 相应 的 效应 。 

《五 yJCa2 的 第 二 信使 作用 

在 正常 情况 下 ,细胞 质 内 游离 的 Ca2 t 浓度 非常 低 ( 扫 10-7mol/ 
工 ) ,而 细胞 外 的 Ca * 浓度 通常 要 高 出 3 +-3⁄ E2 1 E (2:10  mol/ 
1L), 于 是 相对 质 腊 有 一 个 高 跨 膜 Ca! 浓度 梯度 ,使 Caz! 可 成 为 某 些 
激素 等 细胞 外 信号 分 子 的 第 二 信使 ,对 细胞 内 起 着 重要 的 调节 作用 。 

除了 以 上 提 及 的 细胞 膜 表 面 有 的 受 体能 负责 将 信号 传递 给 腺 车 
酸 环 化 酶 外 ,还 有 的 受 体 和 Ca?! 结合 后 才 从 游离 状态 转变 为 和 靶 蛋 
白 相 结合 的 构象 ,例如 cAMP SER — Ra Bi . 腺 苷 酸 环 化 酶 以 及 某 些 
与 膜 结 合 的 Ca -ATP 酶 等 的 活化 ,就 是 因为 和 Ca -征调 蛋白 结合 
产生 的 效应 。 也 有 些 情 况 是 钙 调 蛋 白 本 来 就 是 其 靶 蛋 白 的 男 定 亚 
基 , 例如 磷酸 化 酶 激酶 的 固定 亚 基 之 一 即 是 钙 调 蛋白 。 

丢 细 胞 只 能 在 钙 调 蛋白 的 靶 蛋 白 存在 情况 下 ,对 游离 Ca 进入 
而 浓度 升 高 方 作出 响应 。 由 于 钙 调 蛋白 结合 Caz+ 数目 的 不 同 , 可 有 
不 同 的 构象 ,从 而 与 之 结合 的 靶 蛋 白 也 可 不 同 。 于 是 钙 调 蛋白 能 定 
量 地 将 不 同 细 胞 内 的 游离 Ca? * 浓度 转换 成 不 同 的 细胞 效应 。 

细胞 内 通过 Ca2t 调节 的 效应 往往 在 很 大 程度 上 是 和 通过 
cAMP 调节 的 重合 ,还 有 些 靶 蛋 饭 (如 磷酸 化 酶 激酶 ) 会 同时 受到 
cAMP 和 Ca2 的 调节 ,由 此 可 以 推论 上 述 两 种 信使 会 彼此 相互 影 
响 。 

10.5.2 与 细胞 内 受 体 结合 进行 的 调节 

足 水 性 质 的 激素 例如 内 体 激素 和 甲状 腺 索 , 它 们 能 以 简单 的 扩 
散 方 式 穿 过 细胞 膜 ,进入 细胞 质 或 细胞 核 内 ,与 其 中 的 相应 受 体 结合 
形成 了 激素 - 受 体 络 合 物 ,引起 该 别 构 受 体 发 生 构 象 上 的 变化 ,增强 
了 它 与 DNA 的 亲和力 ,致使 激素 - 受 体 络 合 物 能 穿 过 核 蕊 进入 细胞 
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核 ,在 核 内 凋 与 相应 的 染色 质 区 段 结合 ,调节 相关 基因 的 复制 、 转 录 
和 表达 ,最 终 导致 相应 的 生物 效应 。 

(一 ) 朴 水 性 激素 与 相应 受 体 的 络 合 物 

出 体 激素 和 甲状 逐 素 要 发 挥 生理 效应 必须 首先 和 它们 的 相应 受 
体 结合 形成 激素 - 爱 体 络 合 物 。 在 这 些 激 素 的 靶 细 胞 中 一 般 含有 
10000 个 左右 的 受 体 蛋 己 分 子 , 约 占 细 胞 总 蛋白 的 1/50000。 相 应 的 
受 体 和 激素 间 有 很 高 亲和力 , 亲 各 常数 K 为 10 一 100mol/L。 不 同 
激素 一 般 都 有 相应 的 专 一 性 受 体 。 不 过 当 激 素 达 到 药理 剂量 级 水 平 
时 ,有 可 能 与 其 它 受 体 出 现 交 叉 结合 现象 ,甚至 也 可 能 出 现 非 专 一 性 
结合 。 例 如 子宫 中 肉 二 醇 受 体 仪 能 与 活性 肉 二 醇 -178 结合 ,而 几乎 
不 能 与 无 活性 异 构 体 雌 二 醇 -17c 结合 ; 当地 塞 米 松 浓 度 达 一 定 水 平 
时 , 醋 固 酮 受 体 也 能 和 地 塞 米松 结合 ,还 有 糖 皮质 激素 与 溶 酶 体 膜 是 
非 专 一 性 结合 。 

根据 3H 标记 的 典 二 醇 所 进行 的 体外 实验 表明 , 受 体 和 激素 结合 
后 所 形成 的 络 合 物 增 加 了 一 个 亚 基 ,相对 分 子 质 量 由 80000 左右 变 
为 130000 ,沉降 系数 由 4S 变 为 SS , 它 的 构象 改变 导致 对 DNA 的 亲 
和 力 增强 ,同时 也 显著 地 增强 了 对 染色 质 某 些 特定 位 点 的 亲和力 。 
通过 实验 也 发 现 , 随 着 保温 时 间 的 延长 ,细胞 质 中 激素 - 受 体 络 合 物 
乏 渐 地 减少 ,而 核 中 这 种 络 合 物 却 逐 渐 增 多 ,说 明 激 素 与 受 体 结合 所 
形成 的 络 合 物 能 够 向 核 内 输送 ,而 对 DNA 和 染色 质 特 定位 点 的 亲 
和 力 增强 ,会 促使 这 种 络 合 物 在 核 中 积累 ,与 染色 质 的 结合 也 有 利于 
对 特定 基因 转录 表达 的 调节 控制 和 激素 功能 的 呈现 。 在 应 用 淋巴 细 
胞 瘤 突 变 株 所 进行 的 研究 中 ,已 发 现 有 些 激 素 ( 例 如 可 的 松 ) 与 它 的 
受 体 所 形成 的 络 合 物 不 能 从 突变 株 细 胞 质 移 至 细胞 核 ,于 是 无 法 和 
DNA 结合 ,因而 阻碍 了 激素 功能 的 实现 ,这 表明 需 通 过 和 细胞 内 的 
受 体 结合 进行 调节 之 激素 - 受 体 络 合 物 , 进 人 细胞 核 与 染色 质 结合 是 
呈现 生理 效应 的 关键 步 双 C。 例 如 上 峻 酮 虽 能 和 它 的 受 体 结合 ,可 是 却 
不 能 进一步 和 染色 质 结合 ,所 以 不 能 呈现 出 刺激 子 官 生 长 的 效应 。 

(二 ) 调 节 与 啊 应 
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实验 发 现 , 糖 皮质 激素 地 塞 米松 在 肝 细 胞 中 和 受 体 结合 为 络 合 
物 后 ,与 DNA 的 专 一 结合 位 点 数 约 每 10 个 碱 基 对 有 一 :个 ; 孕 酮 - 受 
体 络 合 物 与 除去 组 蛋白 后 的 输卵管 染色 质 的 酸性 蛋白 结合 位 点 数 的 
增加 , 且 只 有 驾 细 胞 的 酸性 蛋白 才 会 与 该 络 合 物 结合 等 表明 , 孕 醒 - 
受 体 络 合 物 与 酸性 蛋白 的 结合 可 以 消除 组 蛋白 的 阻 过 作用 ,有 助 于 
和 DNA 的 进一步 结合 。 

进一步 研究 得 知 ,在 许多 情况 下 , 靶 细 胞 从 响应 当 体 激素 类 的 刺 
激 到 表现 出 生理 效应 过 程 中 ,包含 有 直接 诱导 少数 特殊 基因 转录 表 
达 的 初级 啊 应 ,以 及 这 些 基因 所 表达 的 产物 再 进一步 活化 其 它 基因 
并 产生 次 级 响应 ,导致 原始 激素 效应 发 生 明 显 放大 。 例 如 以 旷 皮 激 
素 诗 射 到 果 蜗 体内 , 约 5 一 10min 之 后 , 它 的 唾液 腺 的 巨 多 线 染 色 体 
中 有 6 个 新 位 点 的 RNA 被 诱导 合成 并 表达 为 相应 的 蛋白 质 ,而 这 
些 新 合成 的 蛋白 质 中 有 几 种 又 能 进而 诱导 100 种 左右 的 RNA 转 
录 , 寺 是 导致 大 群 特征 蛋白 质 的 合成 ,呈现 出 相应 的 生理 效应 。 在 初 
级 啊 应 阶段 所 合成 的 新 蛋白 质 中 ,有 刀 种 能 反馈 地 阻 过 初级 响应 , 切 
断 初级 响应 基因 继续 转录 ;有 的 还 能 活化 RNA 聚合 酶 。 

激素 的 生理 效应 是 多 样 性 的 , 它 既 因 加 细胞 不 同 而 异 , 也 因 激 素 
的 性 质 差异 而 不 同 ,这 是 由 于 它们 活化 基因 不 同 所 引起 的 。 以 军 丸 
配对 性 征 的 影响 为 例 : 据 了 解 在 通常 情况 下 所 有 哺 乃 动物 一 般 按 肉 
性 线 系 发 展 ,只 有 当 胚 胎 发 育 过 程 中 有 泽 丸 酮 存在 时 才 会 向 雄性 发 
育 , 即 军 丸 酮 作用 不 同 的 靶 细 胞 会 导致 不 同 的 蛋白 质 形 成 ,于 是 表现 
出 各 种 雄性 性 征 。 在 正常 动物 体内 所 有 丢 细 胞 中 的 举 丸 酮 受 体 都 相 
同 , 而 各 种 靶 细 胞 表达 的 基因 产物 会 有 不 同 ,因而 应 管 就 表现 出 相应 
的 特征 性 征 。 若 患 有 浴 丸 女性 化 的 突变 性 疾 症 ,是 由 于 党 丸 酮 受 体 
异常 , 则 这 些 动物 不 能 对 罕 丸 酮 作出 响应 ,也 就 不 能 使 其 细 胞 各 种 相 
应 的 基因 组 正常 转录 和 表达 。 

(三 ) 细 胞 间 的 信息 传递 机 制 

高 等 多 细胞 生物 的 细胞 闻 的 信息 传递 ,是 生物 以 有 机 整体 适应 
外 界 环 境 ,按照 必要 的 条 件 完成 各 种 生命 活动 的 保证 。 细 胞 间 的 信 

` 578 - 


息 传 递 一般 有 三 种 方式 : 

(1) 通 过 化 学 信号 分 子 进行 不 同 趾 离 跨 膜 电势 的 联系 ,这 是 最 重 
要 ,最 普 这 的 联系 方式 ; 

(2) 通 过 与 质 腊 结合 的 信和 号 分 子 以 物理 接触 的 方式 与 邻近 细胞 
联系 ， 

(3) 通 过 细胞 间 的 孔隙 通道 进行 细胞 质 间 的 联系 。 
根据 化 学 信号 分 子 的 产生 、 输 送 了 以 及 作用 部 分 ,它们 可 分 为 三 

类 : 

《AA) 局 部 化 学 调节 物 : 如 神经 生长 因子 , 它 是 由 两 条 118 肽 链 组 
成 的 ; 哮 曙 红 艳 化 因子 , 它 是 由 4 个 氨基 酸 组 成 的 ;还 有 前 列 腺 素 和 
组 胺 等 ,它们 中 一 种 或 几 种 可 由 大 多 数 细胞 分 泌 , 仅 能 作用 相 邻 的 一 
些 细胞 , 易 被 吸收 和 分 解 。 

(B) 神 经 递 质 ; 如 甘氨酸 .去 用 肾上腺 素 、.5- 羟 色 腕 、.y- 氨 基 丁 酸 、 
乙 陛 服 碱 和 脑 啡 蚊 等 ,它们 是 由 神经 细胞 的 化 学 触 罕 分 泌 , 只 能 作用 
与 其 相连 的 细胞 。 

《C) 激 素 :它们 是 由 特别 分 化 的 内 分 沁 腺 细 胸 分泌 ,随后 由 血 流 
输送 到 遍布 在 全 身 的 靶 细 胞 处 ,在 该 处 发 挥 特定 的 生理 效应 。 

这 三 类 物质 ,尤其 是 (A)、(B) 两 类 与 {C) 中 某 些 在 化 学 组 成 上 其 
至 在 作用 方式 上 有 相互 类 似 之 处 ,都 由 专 一 性 受 体 将 作用 转换 为 细 
胞 内 信和 号 ,通过 调节 代谢 、 调 节 相应 的 生理 效应 ,促使 有 机 整体 的 生 
物 协 调 地 保证 了 各 种 生命 活动 。 其 中 激素 是 一 种 分 化 程度 更 高 , 作 
用 更 为 突出 的 信号 分 子 。 


结 束 语 


生物 的 最 基本 生命 活动 即 是 始终 不 断 地 进行 新 陈 代谢 。 新 陈 代 

测 是 由 一 系列 化 学 反应 和 物理 化 学 过 程 所 组 成 ,通过 这 些 反应 和 过 

程 , 消 化 由 外 界 摄 人 的 物质 ,转化 改造 .同化 成 为 自身 需要 的 成 分 ， 

并 对 自身 的 组 成 进行 更 新 。 伴 随 着 这 些 反应 和 过 程 ,进行 能 基 转 换 、 
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利用 ,贮藏 和 释放 。 参 与 新 陈 代谢 的 化 学 反应 是 多 种 多 样 的 ,它们 彼 
此 制约 又 相互 依赖 ,通常 是 关联 在 一 起 ,从 而 组 成 一 条 条 代谢 途径 ， 
这 些 途 径 又 纵横 交错 地 织 成 复杂 的 代谢 网 络 , 从 而 协调 地 造成 一 个 
有 机 整体 的 生命 活动 。 只 有 通过 新 陈 代 谢 ,生物 方 能 生存 .生长 .党 
殖 和 发 育 ,也 才 会 有 遗传 和 变异 , 才 会 有 感应 ,调控 和 运动 , 方 能 适 
应 外 界 条 件 的 变化 而 进化 和 发 展 。 

在 生物 体内 新 陈 代谢 的 过 程 条 件 是 十 分 温和 的 ,根据 生命 活动 
的 需要 ,代谢 反应 仍 能 按 一 定 途 径 以 有 机 整体 相互 联系 和 协同 制约 
地 高 速 协调 进行 ,关键 在 于 生物 体内 反应 都 是 由 酶 催化 ,而 大 多 数 酶 
都 需要 辅助 因子 ,尤其 是 辅酶 物质 配合 ,然而 辅酶 都 是 维生素 的 衍生 
物 ,因此 ,维生素 和 新 陈 代谢 有 着 十 分 密切 的 关系 。 

许多 疾病 都 是 由 于 维生素 缺乏 , 导致 代谢 途径 中 相关 酶 作用 受 
阻 ,而 使 生理 失调 所 引起 的 。 如 果 维 生 素 缺乏 就 会 引起 体内 o- Na Ez 
氧化 脱 拔 受阻 ,从 而 影响 糖 代 谢 , 导 致 能 量 转 换 失 调 ,造成 四 肢 无 力 ， 
其 至 心力 衰竭 ,心律 加 速 和 脚气 病 浮肿 等 病症 ;同时 丙酮 酸 的 积累 ， 
通过 血液 使 脑 组 织 中 的 两 酸 含量 超常 ,从 而 导致 多 发 性 神经 炎 。 

激素 是 发 挥 代谢 过 程 中 调节 而 呈现 其 生理 效应 的 。 人 们 现 已 将 
代谢 调节 归纳 为 三 种 水 平 的 调节 :代谢 与 产物 水 平 上 的 调节 ,其 中 十 
分 重要 的 是 反馈 调节 ;激素 水 平 的 调节 和 整体 水 平 上 调节 ,而 三 者 是 
相互 关联 的 。 它 们 的 关键 都 通过 酶 的 活性 水 平和 含量 水 平 的 调节 。 
如 上 述 , 激 素 是 通过 和 相应 的 受 体 结合 而 分 别 影 咀 酶 的 活性 与 酶 的 
合成 ,从 而 影响 代谢 与 生理 活动 。 然 而 激素 本 身受 神经 因素 统一 文 
配 , 也 受 反 馈 协同 调节 。 激 素 的 分 刻 缺 陷 即 造成 内 分 闪失 调 , 便 会 产 
生 相 应 的 病症 。 


. 580 ` 


第 十 一 章 ”生物 技术 


生物 技术 是 利用 生物 体 如 微生物 中 益 获 , 动 植物 细胞 或 其 组 成 
部 分 如 细胞 器 与 酶 (包括 基因 ), 在 最 适宜 的 物理 化 学 条 件 下 ,进行 有 
益 的 生物 化 学 过 程 而 获得 有 价值 产物 的 技术 。 

进行 生物 技术 工作 ,需要 运用 传统 的 选 培 菌 种 .细胞 融合 和 基因 
工程 等 方法 以 获得 优良 性 状 的 菌 种 (克隆 ) ,并 对 其 生理 研究 和 生长 
及 产物 形成 的 动力 学 研究 ,了 解 菌 种 的 营养 需求 ,最 适宜 的 培养 基 和 
培养 以 及 控制 条 件 等 ,这 就 需要 基础 学 科 知 识 的 配合 ,例如 物理 化 学 
基础 理论 和 实验 技术 早已 成 为 生物 技术 的 基础 。 


11.1 微生物 与 动 植物 细胞 的 培养 


11.1.1 微生物 培养 对 营养 的 需要 

有 益 的 微生物 在 人 类 从 事 的 工业 生产 中 ,摄取 营养 分 ,通过 体内 
特定 的 酶 系 ,将 原料 经 复杂 的 生物 化 学 过 程 而 变 为 人 类 需要 的 产品 ， 
如 酒 类 \ 杭 生 素 、 氮 基 酸 柠檬 酸 和 酯 等 有 机 酸 \ 维 生 素 等 等 。 其 中 生 
产 谷 氨 酸 的 有 北京 棒状 杆菌 ,生产 丙酮 - J 醇 的 有 校 状 芽孢 杆菌 , 生 
产 乳 酸 的 有 乳酸 杆菌 ; 据 统 计 放 线 菌 类 生产 的 常用 抗生素 有 和 链 等 索 、 
土 霉 素 .四环素 ,金竹 素 ZTE 3 S EE 3 , KUK SS 3 , F3 45 3 “Ë ; #E 
发 酵 工 业 中 常用 酿酒 酵母 菌 属 和 假 丝 酵母 菌 属 , 前 者 可 用 于 酒精 和 
各 种 酒 类 ,后 者 可 应 用 于 石油 发 醇 脱 蜡 , 还 能 生产 森 榜 酸 和 脂肪 酸 ， 
芯 至 食用 和 蛋白质; 有 益 的 志 菌 也 能 用 于 发 酵 工业 ,生产 酒精 有 机 酸 、 
抗生素 维生素 .激素 和 酶 制品 (如 豆腐 乳 ) 等 多 种 产品 。 在 中 国 远 古 
时 代 已 利用 霉菌 做 曲 制 豆 桨 。 

微生物 为 生存 与 繁殖 ,需要 从 周围 环境 的 营养 物质 中 获得 各 种 
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养分 ,人 工 培 养 所 配制 的 含 这 些 营养 物质 的 介质 ,通称 为 培养 基 或 培 
养 介质 。 培 养 基 可 以 配 成 液体 .固体 (加 人 1.5% —2.0% ) 的 琼脂 ， 
有 的 不 用 琼脂 如 制 营 用 的 是 豆 和 面粉 ) 或 半 固 体 ( 加 0.2% 一 0.5% 
琼脂 )。 各 种 微生物 所 需 的 营养 物质 有 很 大 的 差异 ,从 微生物 细胞 内 
的 化 学 成 分 可 以 推测 出 微生物 生长 时 对 一 些 营养 物质 需求 的 一 般 规 
律 ,从 而 可 以 设计 和 配制 相应 的 培养 基 。 

培养 微生物 一 般 皆 需 瑞 源 . 氮 源 和 各 种 无 机 元 素 ( 如 磷 、 硫 、 镁 、 
P , 钙 等 ) ,有 些 尚 需要 维生素 ,所 以 培养 基 的 配制 基本 上 应 含有 水 
分 DK US . 氨 源 .无 机 盐 和 维生素 等 五 大 类 物质 。 

(一 ) 碳 源 

培养 微生物 最 常用 的 磋 源 是 糖 类 物质 ,实验 室 是 以 葡萄 糖 为 碳 
源 , 在 工业 生产 中 可 由 玉米 粉 经 糊 化 后 得 到 的 淀粉 为 广泛 常用 的 碳 
源 。 此 外 ,还 可 使 用 由 其 它 谷物 .马铃薯 、 木 昔 等 得 到 的 糖 类 物质 。 
一 般 , 泻 粉 沿 需 经 酸 法 或 酶 法 水 解 , 制 成 通常 的 塞 糖 或 葡萄 糖 等 的 各 
种 入 ,化 液 后 , 方 可 供 培 养 微 生物 或 发 酵 使 用 。 生 产 食糖 时 的 结晶 母 
液 ( 甘 蔗糖 汐 或 甜菜 糖 赛 ) 也 可 作为 微生物 发 酵 的 碳 源 。 大 考 经 润 湿 
保温 发 芽 后 便 含有 淀粉 和 多 种 可 供 微 生物 摄取 的 糖分 。 工 业 植 物 油 
《橄榄 油 、 玉 米 油 .亚麻 子 油 、 棉 籽 油 .豆油 等 ) 也 常 配制 到 培养 基 中 ， 
起 着 消 泡 的 表面 活性 剂 作用 ,又 可 成 为 部 分 碳 源 。 

将 醇 类 , 简单 有 机 酸 或 烷烃 作 碳 源 也 得 到 开拓 。 英 国 ICI 公司 
已 将 甲醇 用 于 大 规模 生产 单 细 胞 蛋白 质 (scp) 的 原料 ,石油 和 天 然 气 
也 正在 活路 地 被 研究 代替 糖 类 物质 ,由 微生物 利用 以 生产 菌 体 和 蛋白、 
有 机 酸 ,氨基酸 ,维生素 、 核 苷 酸 ,抗生素 和 酶 制剂 等 。 

纪 维 索 或 半 纤 维 素 , 如 玉米 莫 ,秸秆 、 稳 草 、 木 悄 等 经 酶 法 、. 酸 法 
或 辐 照 法 等 处 理 后 ,转变 为 糖 类 ,可 用 于 发 酵 生产 或 培 殖 菌 种 。 

(二 ) 氮 源 

氮 源 在 微生物 培养 过 程 中 是 仪 次 于 碳 源 的 另 一 种 重要 元 案 , 它 
一 般 不 会 提供 能 量 ( 消 化 细菌 除外 ) 给 微生物 ,而 是 构成 微生物 细胞 、 
蛋白 质 和 核酸 的 主要 元 素 。 
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微生物 需要 的 握 源 可 从 无 机 或 有 机 两 类 获得 ,无 机 的 氨 源 有 氨 、 
猴 盐 或 硝酸 盐 等 ,其 中 铵 盐 利 用 得 较 多 ,与 豆 科 植 物 共生 的 根瘤 细 蓝 
能 利用 分 子 态 所 (N;); 有 机 的 氮 源 有 和 氨基酸 、 蛋 白质 或 尿素 等 ,部 分 
水 解 的 重 日 质 ( 重 白 肛 ) 是 比 纯 午 白 质 有 较 良 好 的 氮 源 效果 。 实 验 室 
培养 基 常 用 的 有 蛋白 肪 .牛肉 瘟 等 ,工业 生产 中 使 用 的 有 硫酸 匀 . 屎 
素 .黄豆 粉 \ 伦 生 粉 . 款 皮 ,鱼粉 等 ,例如 ,生产 次 级 代谢 产品 青霉素 时 
主要 的 氮 源 是 玉米 浆 .生产 维生素 B 的 主要 氨 源 是 明胶 水 解 液 , 生 
产 新 生 霍 素 使 用 的 是 酒 粮 水 ,生产 利 福 锤 索 时 主要 氮 源 是 黄豆 粉 和 
硫酸 铵 , 赤 霉 索 生 产 中 使 用 的 是 镜 盐 和 天 然 植 物 握 源 。 

《三 ) 无 机 元 素 

某 些 无 机 元 素 是 微生物 生命 活动 所 不 可 缺少 的 物质 ,它们 是 构 
成 菌 体 的 成 分 ,可 以 调节 体内 pH, 没 有 它们 则 酶 基 团 常会 失去 活性 ， 
无 机 元 素 包 括 两 类 一 一 主要 元 素 和 微量 元 素 。 主 要 元 素 为 磷 、 硫 、 
镁 \ 钙 \ 狠 等 ,通常 在 配制 培养 基 时 加 和信。 微量 元 素 为 销 、 铜 . 铁 、 锰 、 
乌 和 和 锌 等 ,但 需要 量 极 微 。 无 机 元 素 对 微生物 生长 的 影响 很 复杂 ,在 
浓度 适当 时 对 微生物 有 维护 生长 的 作用 ,而 浓度 过 高 时 反而 对 微 生 
物 的 生长 造成 不 民 影 啊 。 

四) 维生素 

维生素 是 生物 生长 所 不 可 缺少 的 微量 有 机 物质 。 微 生物 生长 时 
需要 外 界 提 供 维生素 ,与 微生物 关系 较 密 切 的 主要 是 B 族 维生素 ， 
它们 是 微生物 细胞 各 种 酶 活性 基 团 的 辅助 因子 ,没有 它们 , 酶 便 缺 乏 
活力 。 例 如 Biz( 钻 膀 素 ) 是 协同 酶 参与 微生物 细胞 内 分 子 重 排 反 应 
的 金属 有 机 络 合 物 , 大 多 数 细菌 都 需要 它 。 一 种 B 族 维生素 泛酸 是 
乳酸 菌 生长 时 所 必需 的 。 微 生物 对 维生素 的 需要 最 极 微 ,但 对 生物 
正常 生长 的 影响 却 是 重要 的 。 天 然 的 矶 源 和 氮 源 中 ,往往 均 合 有 多 
种 维生素 。 

(五 /氧气 

需 氧 微生物 在 培养 时 务必 不 断 地 向 培养 基 通 人 氧气 ,无 茵 空气 
中 的 氧气 是 氧 元 素 的 主要 来 源 , 缺 氧 将 使 需 氧 微生物 丧失 活力 ,进而 
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死记 。 关 于 氧气 的 供应 涉及 空气 在 培养 基 中 溶解 规律 , 即 在 一 定 温 
度 和 平衡 状态 下 ,气体 在 液体 里 的 溶解 度 (以 摩尔 分 数 表 示 } 和 该 气 
体 的 平衡 分 压 成 正比 ,此 规律 称 作 享 利 定律 ,表示 式 为 
也; = k,xi TL 11) 
式 中 PP 一 一 代表 i 气体 在 平衡 时 液 面 上 的 分 压 ; 
x 一 一 代表 所 溶解 的 i 气体 在 溶液 中 的 摩尔 分 数 ; 
k 一 一 代表 以 摩尔 分 数 表示 溶解 气体 的 享 利 常数 ,其 数值 取 
决 于 温度 ,压力 ,溶质 和 溶剂 的 性 质 。 
亭 利 定律 公式 也 可 由 定 温 定 压 下 ,i 组 分 在 气相 与 液 相 分 瑟 达 平 
衡 时 化 学 势 相等 [ 即 py; (溶液) = pi( 气 相 )] 的 热力 学 条 件 下 导 得 (可 
参阅 物理 化 学 著作 )。 
对 于 稀 深 液 , 上 式 可 简化 为 


P,= k, 


式 中 代表 洲 剂 的 量 ,摩尔 ; 
n 一 一 代表 溶解 的 i 气体 的 量 , 阐 尔 ; 
M, 一 一 代表 溶剂 的 相对 分 子 质量 ; 
Wo 一 一 代表 溶剂 的 质量 ,千克 。 


若 所 用 溶剂 的 质量 为 1000 克 ( 其 它 溶质 假设 都 可 略 而 不 计 ), 则 届 - 


即 等 于 质量 摩尔 浓度 (4m) ,所 以 土 式 又 可 写成 
P,=k.m 《11.1-3) 

该 亨利 定律 公式 仅 适 用 于 总 压力 不 大 的 混合 气体 ,i 气体 分 压 与 其 它 
气体 存在 无 关 , 而 i 气体 在 气相 和 在 溶剂 中 的 分 子 状态 必须 相同 , 溶 

11.1.2 动 , 植 物 细胞 的 培养 

zJ ,植物 细胞 的 培养 有 其 自身 的 特点 ,因此 用 于 动 ,植物 细胞 培 
养 的 培养 基 要 比 培养 微生物 所 用 的 复杂 得 多 ,条 件 也 较 严 格 。 

(一 ) 动 物 细胞 的 培养 
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在 培养 动物 细胞 时 ,培养 液 中 除了 基本 需要 的 无 机 盐 . 氮 基 酸 、 
维生素 、 核 背 酸 .激素 、 当 类 化 合 物 和 脂肪 酸 等 之 外 ,往往 还 要 加 抗 生 
素 以 减少 微生物 引起 的 污染 。 同 时 需 加 动物 血清 促进 细胞 的 繁殖 。 
不 过 ,近年 来 为 减少 加 血清 的 麻烦 ,开发 出 无 血清 培养 基 。 动 物 细胞 
的 培养 也 需 少 量 的 氧气 。 

大 多 数 动物 细胞 在 生长 时 具有 附 壁 生长 的 依赖 性 (Anchorage- 
dependent) ,它们 必须 附 在 适当 的 固体 表面 上 才能 正常 繁殖 ,它们 被 
称 为 附 壁 型 细胞 。 因 此 ,对 这 类 细胞 培养 所 用 设备 必须 特殊 设计 。 
由 于 它们 没有 细胞 壁 (只 有 膜 ), 易 受 机 械 损伤 ,于 是 反应 器 中 搅拌 器 
及 其 搅拌 强度 也 必须 适当 。 

(二 ) 植 物 细胞 培养 

用 于 植物 细胞 培 养 芍 基本 营养 成 分 是 苦 粮 或 葡萄 糖 等 碳 源 及 能 
源 , 还 有 无 机 盐 ( 如 含 钾 、 合 磷 等 盐 )。 往 往 在 培养 基 中 再 加 入 如 植物 
激素 .维生素 氨基酸 及 糖 肌 醇 等 物质 ,作为 植物 生长 调节 因子 以 加 
快 祯 物 细胞 的 生 上 长。 培养 的 缅 胞 通常 是 切 开 植物 器 窒 经 冲洗 和 灭 苏 
后 所 得 的 植物 组 织 。 培 养 时 除了 上 述 适 当 的 养分 外 ,植物 细胞 的 繁 
殖 也 还 必须 向 系统 通 入 无 菌 空气 以 满足 氧气 的 需要 。 

动 .植物 细胞 培养 中 可 发 挥 多 种 重要 功能 。 例 如 在 细胞 生长 民 
谢 过 程 中 可 进行 生物 转化 ,从 而 生产 有 用 的 物质 。 通 过 动物 细胞 培 
养 已 能 获得 病毒 疫苗 , 单 克 隆 抗体 干扰 素 ,激素 免疫 制 剂 或 某 些 酶 
制品 ;通过 植物 细胞 培养 也 能 获得 地 谷 新 (一 种 重要 的 强 心 药物 ) , 它 
是 植物 毛 地 黄 细胞 培养 ,使 其 中 的 毛 地 黄 毒 素 经 1,2-B 羟基 化 制 得 。 
利用 植物 细胞 培养 后 再 经 分 子 合 成 尚 能 制 得 多 种 次 级 代谢 物 , 包 括 
多 种 药物 ,染料 除虫菊 酯 香草 或 菜 莉 花香 精 等 。 

11.1.3 细胞 培养 与 基因 工程 和 遗传 工程 

微生物 动 .植物 的 培养 还 为 微生物 基因 工程 和 植物 遗传 工程 提 
供 条 件 , 现 在 的 基因 工程 一 般 是 通过 微生物 (如 大 肠 杆菌 ,E. coli) 来 
实现 。 首 先 利用 限制 性 内 切 核酸 酶 把 某 种 目的 基因 自 培 养 所 得 细胞 
染色 体 中 剪 切 下 来 ,再 由 核酸 连接 酶 将 切 下 的 目的 基因 “嫁接 "至 载 
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霖 (如 从 大 肠 杆 菌 中 分 离 出 来 的 质粒 或 噬菌体 ) 的 DNA 上 ,然后 将 
含有 目的 基因 的 重组 DNA 分 子 导 人 寄主 细胞 (如 大 肠 杆菌 细胞 ) 
内 ,使 目的 基因 能 在 寄主 细胞 内 通过 复制 一 转录 一 按 三 联 体 密码 转 
译 ,从 而 得 到 不 断 地 增殖 和 表达 。 人 胰岛 素 生产 就 是 这 一 代表 性 例 
子 , 即 从 人 胰 脏 细胞 内 获得 的 DNA 片段 经 一 系列 基因 工程 的 技术 
操作 ,得 到 所 需 目的 基因 DNA 片段 并 重组 到 自 大 肠 杆菌 分 离 出 来 
的 质粒 载体 上 ,然后 青 将 此 重组 质粒 导 人 大 肠 杆 菌 内 ,从 而 得 到 能 生 
产 人 胰岛 素 的 大 肠 杆 菌 。 培 养 这 种 大 肠 杆 菌 (通称 工程 菌 ) 便 能 获得 
基因 表达 ,以 生产 人 胰岛 素 。 这 方法 已 于 1980 年 在 美国 获得 成 功 ， 
并 将 产品 " 秀 吗 啉 ”“(Humulin) 投 和 市场 。 目 前 运用 基因 工程 进行 商 
品 化 生产 的 产品 ,还 有 人 生长 激素 .干扰 索 等 。 

动 ,植物 细胞 基因 工程 的 研究 也 早已 开展 ,这 为 利用 植物 遗传 工 
程 方法 来 改良 谷类 植物 性 能 而 求 得 增产 ,提供 了 一 种 有 效 的 技术 。 
利用 植物 细胞 的 组 织 培养 可 不 受 天 时 、 地 理 等 办案 的 限制 ,从 而 能 强 
化 生产 。 


11.2 细胞 培养 过 程 动力 学 


培养 过 程 的 动力 学 是 研究 细胞 生长 繁殖 .基质 的 消耗 和 生成 产 
品 等 规律 的 科学 。 通 过 培养 过 程 动力 学 研究 ,可 进一步 了 解 培 养 过 
程 中 所 发 生 的 极为 复杂 的 生化 反应 :从 而 能 拟定 出 更 好 的 培养 方案 ， 
以 便 有 效 地 获得 繁殖 的 细胞 ,或 者 在 生化 处 理 中 更 有 利于 除去 某 些 
物质 ,或 者 在 利用 细胞 的 某 种 酶 催化 特定 反应 时 ,能 更 多 地 获得 各 种 


代谢 产物 。 一 般 在 工业 上 使 用 液体 培养 基 对 培养 纯 种 和 易 控 制 操作 


方面 , 优 于 固体 培养 基 , 所 以 多 数 工业 在 细胞 培养 过 程 都 来 用 液体 培 
养 基 。 
根据 细胞 习性 ,液体 培养 时 ,有 的 细胞 在 液 面 生长 繁殖 ,特别 是 
需 氧 菌 常 在 接触 空气 的 液 面 上 形成 表面 膜 状 繁 殖 , 这 就 成 为 表面 培 
养 ; 有 的 依赖 于 培养 基 浸 没 的 空 器 壁面 上 生长 繁殖 成 附 壁 膜 ; 有 的 组 
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胞 以 悬 淫 姿 态 在 液体 培养 基 中 生长 繁殖 ,这 种 细胞 可 以 深层 培养 ,对 
于 好 气 性 细胞 进行 深层 培养 时 ,必须 在 液体 培养 基 中 遂 入 无 菌 空气 ， 
来 满足 细胞 对 氧 的 需求 。 

培养 过 程 的 操作 方式 可 采用 分 批 培养 .连续 培养 和 半 连 续 培 养 
等 。 分 批 培养 是 指 培养 基 灭 菌 .接种 后 ,保证 适当 条 件 ,在 培养 过 程 
中 不 再 补充 养分 的 间歇 培养 操作 ;连续 培养 是 将 新 鲜 培 养 基 不 断 地 
加 入 生物 培养 反应 器 中 ,并 不 断 地 取出 培养 物 的 操作 方式 。 它 们 各 
有 生化 反应 动力 学 特点 。 半 连续 操作 是 培养 时 可 陆续 补充 培养 基 ， 
在 培养 过 程 中 间 吹 地 取出 部 分 培养 物 ,或 在 培养 终止 时 全 部 取出 培 
养 物 , 它 的 操作 方式 介 于 前 二 者 之 间 。 以 下 对 深层 培养 方法 进行 榨 
hfaa 

11.2.1 深层 分 批 培养 过 程 

深层 分 批 培养 是 在 生物 反应 器 中 装 人 液体 培养 基 后 一 起 灭 菌 ， 
或 在 灭 菌 生物 反应 器 中 加 入 灭 菌 培养 基 ,在 严禁 带 人 杂 菌 的 情况 下 ， 
于 适当 的 温度 时 接种 ,保证 一 定 的 条 件 下 进行 培养 ,好 气 细胞 培养 需 
在 接种 后 就 乒 始 通信 无 菌 空气 。 若 培养 过 程 还 需 消 除 泡沫 时 则 要 漆 
加 消 泡 剂 ,此 外 为 了 保持 一 定 的 pH 值 要 添加 酸 或 碱 。 待 生化 反应 
进行 到 :一定 程 度 后 ,即将 全 部 培养 液 放出 ,进行 后 处 理 。 

在 分 批 培养 过 程 中 ,细胞 .营养 物质 和 产物 等 浓 厌 均 不 断 地 发 生 
变化 。 组 胞 浓度 变化 的 一 般 规 律 是 存在 延迟 期 .指数 生长 期 .静止 期 
和 衰亡 期 等 阶段 。 

(一) 延迟 期 (Lag phase) 

细胞 在 环境 改变 后 往往 需要 一 个 适应 阶段 ,在 新 培养 基 中 含 较 
丰富 的 新 营养 物质 配制 时 可 能 的 pH 偏差 、 及 某 些 离 子 (如 镁 ) 或 小 
分 子 辅助 因子 (如 辅酶 ) 的 物质 浓度 原因 等 所 造成 的 新 环境 下 ,离开 
提 的 生存 环境 而 "休眠 ”的 细 跑 , 需 自 身 调节 以 灸 复 细胞 内 酶 催化 新 
陈 代 痪 反应 和 复制 -转录 -转译 的 活力 。 这 段 一 定时 间 内 正在 “复苏 ” 
的 细胞 不 可 能 立即 生长 繁殖 ,细胞 浓度 无 明显 增加 ,细胞 浓度 对 数值 
与 培养 时 间 的 曲线 关系 近 于 平坦 ,此 阶段 称 为 延迟 期 。 
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延迟 期 的 长 短 与 接种 种 子 的 种 龄 有 很 大 关系 ,存放 时 间 短 的 种 
子 , 其 延迟 期 较 短 ,种 龄 越 老 其 延迟 期 也 越 长 。 实 际 上 ,休眠 细胞 内 
还 会 有 缓慢 的 新 陈 代 谢 而 趋 于 误 老 的 锋 动 ,所 以 一 般 说 影响 延迟 期 
的 因素 还 是 较 复 杂 的 。 

(二 ) 指 数 生 长 期 (Exponentjal growth phase) 

细胞 “复活 "后 的 一 段 时 间 内 ,培养 基 中 的 营养 物质 较 充分 ,细胞 
的 生长 不 受 限 制 ,细胞 浓度 随时 间 旦 指数 增长 ,几乎 呈 射 率 很 大 的 细 
胞 浓度 对 数值 与 培养 时 间 的 直线 关系 ,可 称 指数 生长 期 ,简称 对 数 期 
(log pbhase)。 兹 培养 阶段 ,细胞 深度 的 增长 速率 与 细胞 浓度 成 正比 ， 
即 


dx _ 
E (11.2-1) 


式 中 x 一 一 代表 细胞 浓度 (kg/m 或 个 /py ); 

t 一 一 代表 时 间 (s); 

& 一 一 代表 比 生长 速率 (s ,相当 于 一 级 反应 的 速度 常数 。 
(11.2-1) 式 可 改变 表达 形式 为 


二 


= (TL;2.2) 


比 生 长 速率 不 与 细胞 种 类 培养 温度 .pH 限制 性 基质 浓度 等 有 关 。 
在 指数 生长 阶段 , 比 生长 速率 因 细 移 生 长 不 受 限 制 而 可 达到 最 
大 值 k. 并 保持 不 变 。 若 ti 时 细胞 浓度 为 xl , 则 已 时 细胞 的 浓度 为 
x2 = xiexp[ £. (t> — ti )] (IL.2-3) 
即 细 胞 浓度 对 数值 随时 间 的 变化 可 得 一 直线 ,其 斜率 与 最 大 比 生长 
速率 成 正比 , 即 
k a = 2.303l1og(x;/xi)/log( x; /xi )/ (tz — ti ) (11.2-4) 
使 用 倍增 期 t 表达 ( 即 细胞 浓度 增长 一 倍 所 需 的 时 间 , 又 称 人 入 
增 时 间 doubling time 或 称 增 代 时 间 generation time), 则 


_ ln2 _ 0.693 
ta 


(1225) 
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微生物 细胞 的 &; 较 大 ,倍增 期 约 为 0.5 一 5 小 时 , 动 植物 细胞 的 E. 
小 得 多 ,所 以 t4 对 动物 细胞 来 说 约 为 15~100 小 时 ,而 植物 细胞 的 
约 为 24 一 74 小 时 。 

(三 ) 静 止 期 (stationary phase) 

随 着 细胞 的 生长 繁殖 ,培养 基 中 的 营养 物质 被 消耗 ,一 些 有 害 的 
代谢 产物 也 在 培养 液 中 积累 ,细胞 的 比 生长 速率 逐渐 下 降 , 最 终 导致 
细胞 浓度 不 再 增加 ,此 阶段 为 静 赴 期 ,细胞 的 浓度 达到 了 最 大 值 。 

“由 于 营养 物质 的 消耗 造成 细胞 比 生长 速率 的 下 降 可 以 通过 动力 
学 分 析 ,来 估计 分 批 培养 可 能 达到 的 最 大 细胞 浓度 。 设 浓度 为 a 的 
限制 性 基质 A, 其 消耗 速率 与 给 胞 浓度 成 正比 : 


-里 = Kx (11.2-6) 


倘若 接种 后 的 培养 液 中 之 细胞 浓度 为 w, 而 A 的 浓度 为 ao, 且 
立即 进入 指数 生长 阶段 ,直至 静止 阶段 , 则 
xn = xoexp{ kmt) (11.2-7) 
式 中 xn 一 -一 代表 分 批 培 养 达到 的 最 大 细胞 浓度 ,也 是 A 完全 耗 尽 
时 的 细胞 浓度 。 
由 {11.2-6) 式 和 (11.2-1) 式 可 得 


a= P (xa — x) (11.2-8) 
整理 后 即 成 
x+ 和 an (11.2-9) 
此 起 说 明 , 分 批 培养 能 获得 的 最 大 细胞 浓度 与 限制 性 基质 初始 浓度 
存在 着 线性 关系 。 例 如 好 气 气 杆菌 ( 假 单 胞 菌 ) 在 分 批 培 养 中 可 得 到 
的 最 大 菌 体 浓度 与 培养 基 中 限制 性 基质 果糖 浓度 关系 见 图 11-1。 
如 果 细胞 比 生长 速率 的 下 降 是 由 于 代谢 产生 有 害 物质 的 积累 而 


抑制 造成 的 ,假定 强 跑 生长 速率 下 降 与 有 害 物质 浓度 呈 线 性 关系 , 即 
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4 ml; 


š Ë 
= = 

sa 

初始 果糖 浓度 :g/L ) 
图 11-1 分 批 培养 中 假 单 胞 菌 最 大 浓 讼 与 
限制 性 基质 果糖 初始 浓度 的 关系 
可 表达 为 : 
S= Kx(1-bG) (11.2-10) 


式 中 Kb 一 一 代表 常数 ; 

一 一 代表 有 害 物 质 浓度 。 
由 于 有 害 物质 是 细胞 在 代谢 过 程 中 产生 的 ,可 以 认为 t=0 时 ,C= 
0, 其 动力 学 速率 方程 为 


ox {11.2-11) 
式 中 qq 一 代表 常数 。 
出 {11.2-11) 的 积分 式 
Ce [eat (11.2-12) 
代入 (11.2-10) 式 而 得 
€ = Kx(1 一 b| axa) (11.2-13) 
根据 (11.2-2) 式 有 效 比 生长 速率 为 
ka = 1 9 = KGL- bqj xdt) (11.2-14) 
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上 式 表明 p. 随时 间 急 速 地 下 降 , 当 = | xdt 时 ,细胞 便 不 再 生长 
T 

(四 ) 衰 亡 期 (Death phase) 

由 于 分 批 培 养 的 培养 液 内 容 在 一 定 培养 时 间 后 就 恶化 ,于 是 细 
胞 开始 死亡 而 进入 衰亡 期 , 活 细 胞 浓度 下 降 , 所 以 分 批 培养 大 多 数 应 
在 进入 衰亡 期 前 结束 。 

在 衰亡 期 中 活 绝 胞 浓度 为 

x= Xmexp( 一 at) (11.2-15) 
式 中 a 一 一 代表 比 死亡 速率 (s '); 
t 一 一 代表 进入 衰亡 期 后 经 历 的 时 间 。 

11.2.2 细胞 浓度 的 测定 

在 培养 过 程 的 动力 学 研究 中 ,细胞 浓度 必须 通过 各 种 手段 进行 
测定 。 如 果 培 养 目 的 是 在 生产 细胞 ,培养 液 中 产物 浓度 便 是 细胞 浓 
度 ; 如 果 培 养 目 的 是 生产 细胞 的 代谢 产物 或 除去 液体 中 的 某 些 物质 ， 
则 细胞 浓度 即 是 生物 众 化 剂 的 浓度 ,所 以 细胞 浓度 是 培养 过 程 的 极 
重要 基本 人 参数。 对 于 生物 细胞 浓度 的 测定 有 其 特殊 的 方法 。 

(一 ) 细 胞 干 重 法 

细胞 干 重 法 是 直接 测定 细胞 浓度 的 最 基本 方法 。 通 常 的 操作 是 
量 出 一 定 体 积 的 培养 液 经 离心 ,收集 细胞 , 洗 闪 ,干燥 ,然后 称 重 。 本 
法 不 适用 于 含 其 它 不 溶性 物质 或 酸 不 溶性 物质 。 例 如 豆饼 粉 .花生 
粉 .玉米 浆 等 物质 是 无 法 与 细胞 完全 分 离 的 。 

(二 ) 显 微 计数 法 

利用 显微镜 和 血球 计数 器 ,可 直接 测定 单位 体积 培养 液 中 的 细 
胞 个 数 。 这 是 一 种 血球 统计 方法 在 测定 细胞 生物 体 数 量 方 面 的 应 
用 。 血 球 计数 器 是 一 块 特制 玻璃 板 , 板 中 间 有 二 个 刻 有 方 格 的 平台 ， 
与 上 面 可 盖 的 平 薄 玻 片 距离 为 0.1Imm, 每 个 平台 中 间 都 刻 有 400 个 
小 方 格 ,每 16 或 25 个 小 格 归 一 大 格 , 总 面积 为 1(mm)*。 当 测定 细 
胞 操作 时 ,将 经 过 正确 的 稀释 培养 液 滴 入 ,并 使 无 气泡 地 充满 平台 和 
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盖 玻 片 间 的 空隙, 通过 显微镜 观察 统计 任 选 的 多 个 大 格 中 细胞 的 个 
数 (一 般 统计 均 布 平台 的 五 或 四 大 格 ) , 乘 以 化 为 lem 培养 液 的 系 
数 ,计算 出 培养 液 中 细胞 浓度 (个 细胞 /mi) ,最 后 乘 以 稀释 倍数 即 可 
获得 每 毫升 的 原 培养 液 中 细胞 个 数 的 信息 。 这 种 方法 不 运用 于 纺 附 
一 起 的 生物 体 细胞 的 计数 , 昌 还 不 能 分 辨 活 细胞 和 死 细 肥 。 几 舍 微 
小 细胞 ( 如 细菌 ) 的 培养 液 ,一 般 高 倍 显微镜 也 难以 胜任 ,因为 它 的 观 
察 液体 深度 的 能 力 极 小 。 

(三 ) 培 养 血 平板 计数 法 

此 法 是 将 微生物 培养 液 样 品 用 无 菌 生理 盐水 (0.9% ) 进 行 一 系 


列 稀释 ,每 次 稀释 至 坟 ( 即 一 个 数量 级 ), 使 稀释 倍数 能 让 在 培养 到 


平板 上 经 培养 长 出 的 菌落 达到 可 数 的 程度 。 此 时 取 一 定量 的 稀释 后 
液体 均匀 地 涂 布 在 培养 亚 中 经 灭 菌 的 琼脂 平板 培养 基 上 ,经 一 定时 
间 培 养 , 根 据 平板 上 长 出 的 菌落 7 

数 、 涂 布 的 稀释 液体 积 和 稀释 倍 os = 
数 可 估计 出 原 培养 液 样品 中 微 生 

物 浓度 。 培 养 液 的 确切 稀释 程度 Qa 

对 测定 结果 影响 极 大 。 一 般 需 要 < | 

取 相 邻 几 个 不 同 稀释 度 的 培养 液 。*” ，.。 

在 盟 板 上 培养 作对 辕 校 核 。 此 法 

常用 于 细菌 .酵母 等 单 细胞 微 生 


0 0.1 0.2 Ú. 3 O. 0.5 
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液 ,不 适用 于 丝 状 微生物 的 计数 。 

图 11-2 培养 液 中 细菌 浓度 与 
进行 培养 到 平板 计数 ,必须 让 纲 。 ””。 交 下 诺 的 关 秋 
胞 均匀 分 散 涂 布 方 能 得 到 可 靠 的 
结果 。 

(四 ) 浊 度 法 


如 果 培 养 液 的 浊 度 或 光 密 度 与 其 中 的 细胞 浓度 成 正比 , 则 可 通 
过 比 儿 测定 培养 液 中 的 细胞 浓度 。 比 浊 测 定时 常用 的 波长 范围 为 
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600~700nm。 浊 度 法 是 一 种 常用 的 测定 细胞 浓度 的 快捷 简便 方法 ， 
但 只 有 在 较 低 的 细胞 浓度 时 ,其 光 密 度 才 与 细胞 浓度 有 线性 关系 ( 见 
图 11-2)。 

对 于 含 细 胞 较 浓 的 培养 液 ,应 先 将 其 稀释 后 再 行 比 当 。 在 选 定 
的 测试 浓度 下 ,培养 液 中 必须 无 其 它 吸 收 光线 的 物质 或 没有 大 量 不 
溶性 物质 ,否则 会 参与 光 和 遮挡。 含 丝 状 微生物 的 培养 液 ,党 先 将 微 生 
物 破 碎 才 能 比 色 。 

(五 ) 闻 接 测定 细胞 浓度 法 

(1) 测 定 构 成 细胞 的 大 分 子 组 分 (如 和 蛋白质 .RNA、DNA 等 ) 来 确 
定 细胞 浓度 。 经 分 批 培养 过 程 细胞 中 各 组 分 的 含量 测试 ,发 现 菌 体 
内 DNA 含量 变化 最 小 是 有 一 段 几 乎 平坦 的 浓度 -培养 时 间 曲 线 ， 
RNA 也 有 一 段 几乎 平坦 的 曲线 。 于 是 可 以 认为 培养 过 程 各 个 菌 体 
中 含 DNA E (sk RNA 量 ), 在 一定 时间 内 保持 不 变 , 则 测定 培养 
液 中 DNA( 或 RNA) 含 量变 化 ,可 以 表征 菌 体 浓度 的 变化 ,从 而 和 用 
此 法 来 千 计 细胞 浓度 。 此 外 ， 应 用 荧光 素 测定 细胞 中 ATP 的 量 ,也 
可 确定 培养 液 中 活 细 胞 的 浓度 。 

(2) 济 定 培养 液 中 细胞 的 虚 体 积 以 估计 细胞 浓度 。 此 法 是 一 定 
体积 的 培养 液 ,通过 一 定 转 速 的 离心 ,一 段 时 间 后 ,细胞 沉降 堆 集 一 
起 形成 细胞 虚 体 积 , 即 能 以 虚 体 积 来 获得 细胞 浓度 信息 。 如 果 培 养 
液 中 含有 密度 较 大 的 不 溶性 培养 基 组 分 ,在 进行 离心 时 会 优先 沉降 ， 
于 是 较 易 与 细胞 区 分 开 。 将 沉积 的 固 相 总 体积 扣除 不 溶性 物质 体积 
后 , 便 可 估计 出 细胞 的 虚 体 积 。 此 法 虽 不 太 精 确 , 但 了解 细胞 浓度 变 
化 信息 较 快 速 ,因此 ,常用 于 复合 培养 基 的 发 酵 过 程 中 ,以 估计 发 酵 
液 中 菌 体 浓度 的 变化 。 

(3) 粘 度 法 

如 果 培 养 液 符 合 牛 开 流 特性 ,就 可 利用 培养 液 粘度 与 其 所 含 细 
胞 浓度 的 关系 式 获 得 细胞 浓度 信息 。 当 细胞 接近 球形 时 有 

Wm=1+2.5$+7.349? + -:: (11.2-16) 
式 中 一 代表 含 细胞 的 培养 液 粘 度 ; 
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站 一 一 代表 培养 液 中 液体 介质 的 精度 ; 
一 一 代表 i 细胞 的 体积 分 数 。 
在 已 知 培养 液 的 粘度 与 细胞 浓度 关系 (或 % 随 细胞 浓度 变化 的 曲线 ) 
的 条 件 下 ,测定 培养 液 的 粘度 便 能 求 出 细胞 浓度 。 
当 细 胞 浓度 较 高 时 ,或 者 细胞 呈 丝 状 或 结 成 团 块 , 则 培养 液 往往 
表现 出 非 牛顿 流 性 质 , (11 .2-16) 式 全 不 能 适用 。 
除了 以 上 间接 测定 的 方法 外 ,还 可 利用 营养 物质 的 消耗 .代谢 产 
物 的 生成 ,或 生物 化 学 反应 的 反应 热 等 来 表征 细胞 生长 的 情况 。 细 
胞 浓度 的 测定 方法 很 多 , 需 和 根据 实际 情况 选用 。 
11.2.3 影响 比 生 长 速率 的 因素 
(一 ) 营 养 物 质 的 影响 
作为 基质 的 营养 物质 之 种 类 和 浓度 均 会 影响 细胞 的 比 生 长 速 
率 。 在 指数 生长 期 , 比 生长 速率 保持 不 变 , 而 基质 浓度 发 生 很 大 变 
化 , 当 某 种 基质 浓度 下 降 到 一 定 程 度 ,成 为 限制 性 基质 时 , 比 生 长 速 
率 下 降 ,指数 生长 阶段 结束 。Monoed 提出 微生物 的 比 生长 速率 与 限 
制 性 基质 浓度 Cs 的 关系 式 为 


k= b Cs 


式 中 一 一 代表 最 大 比 生长 速率 (s™'); 
Cs 一 一 代表 限制 性 基质 浓度 (kg/mw ) ; 
Ks 一 一 代表 饱和 常数 (kg/nr ) ,其 值 等 于 比 生 长 速率 恰 为 最 


大 生长 速率 的 一 半 ( = 二 tm) 时 的 限制 性 基质 波 度 


(kg/m°)o 
当 Cs< 10Ks 时 & Bš Cs 发 生 明 显 的 变化 ,而 Cs>10Ks 时 上 越 趋 近 
于 ko。 从 表 11-1 列 出 的 一 些微 生物 Ks 值 可 知 ,微生物 的 Ks 值 一 
般 都 很 低 , 说 明 分 批 培养 过 程 细 胞 的 生长 ,消耗 基质 而 使 其 浓度 不 断 
下 降 ,在 -~ 段 时 间 内 比 生长 速率 仍然 可 趋 近 ,以 保持 指数 生长 。 


(l 2-2) 
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表 11-1 一 些 细胞 的 钨 和 常数 Ks 


ma 


酵母 
IB P Bl 08 


BIB SW 


Monod 方程 已 得 到 广泛 的 应 用 ,并 在 许多 情况 下 都 能 得 到 满意 
的 结果 。 除 此 之 外 ,还 有 不 少 学 者 针对 某 些 情况 提出 各 种 方程 (参见 
表 11-2) ,以 描述 细胞 比 生长 速 认 与 限制 性 基质 的 关系 。 然 而 ,有 时 
在 培养 基 中 某 种 基质 浓度 高 到 一 定 程度 情况 下 ,会 表现 出 基质 的 抑 
制作 用 ,细胞 的 比 生 长 速率 随 该 基质 浓度 的 升 高 反而 下 降 ,导致 几乎 
W mhiEBH, 3 11-3 列 出 一 些 描述 基质 抑制 的 动力 学 模型 ,对 于 模 
型 公式 (11.2-25), 当 限 制 性 基质 浓度 等 于 VKsKI 时 ,细胞 的 比 生长 
速率 最 大 ,为 &/(1 +2 VKS7KI)。 
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表 11-2 单 基质 限制 的 生长 动力 学 模型 公式 


提出 人 模 型 公式 
Monod k= k, [Cs/(Ks+Cs)) (11.2-17) 
Teilsseir b=. [1 一 exp( 一 Cs/Ks)) (11.2-18) 
Moser k= k [C2/(Ks+C5)) (11.2-19) 
Contois, Fujimoto Ëc= b [Cs/(KsX+ Ce)) (11.2-20) 
_, [—_ G _ 
Powell Ë = 如 | (Kot Ki) | (11.2-21) 
Blackman bk = k. (C2K) 《Cs<2K ) (11.2-22a) 
k= kn (Cs>2K) (11.2-22b) 
Py 人 kK+ SS (11.2-23) 
Kone, Asai i = kX (11.2-24) 
延迟 期 $=0 
指数 期 外 = 1 
Xc Xr X 
减速 期 = 


Kp: 扩 散 了 眼力 常数 ;X。 最 大 网 胞 浓度 ;Xe: 从 指数 生长 期 转 为 减速 期 时 的 细胞 浓度 


表 113 ”其 质 抑制 模型 公式 


提出 者 模 型 公式 
ua ek =k [1 (1+€ 全 +É) (11.2-25) 
TC 
Webb k= to [o 8) [c+ ke+ É) (11.2-26) 


Yano 


k= hn/ [1+ > (e))! (11.2-27) 
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续 表 


#: Hi 模 型 公式 
; s.s See PO. 
Aiba | k= ka Rot CP =) (11.2-28) 
| 
Teissier 型 Ë =k. exp( -É ) 一 | -总 )] (11.2-29) 
Cs*exp(1.17a) 

k= k —2 —— (11.2-30) 

De Cs+K G+ 2) 
K: 

Tseng .Wayman Ë =k. Rc ~ KCs— Ce) (11.2-31) 


人 抑制 常数 ;a: 房 子 强 度 ;Ce: 基质 临界 浓度 。 


二) 温度 影响 
温度 对 细胞 体内 各 种 生物 化 学 反应 的 速率 有 很 大 影响 ,导致 对 
细胞 的 生长 繁殖 速率 的 影响 也 很 大 。 一 般 动 物 细 肥 的 培养 温度 为 
31C — 39 ,植物 细胞 培养 的 适宜 温度 在 25C ~30T 。 微 生物 培养 
生长 的 温度 :对 于 低温 菌 { 例 如 发 光 细 菌 、 仍 单 胞 萝 ) 的 生长 ,最 适 温 
度 范围 为 10C —20C ,最 低温 度 为 0 人 CC — 10C ,最 高 温度 为 2SY 一 
30C ;对 于 高 温 菌 (例如 暑热 脂肪 芽孢 杆菌 ) 生 长 的 最 适宜 温度 范 转 
为 SO 一 60C ,最 低 为 25C —45C ,最 高 为 70 — 80C ; HIM TS (l 
如 酵母 .霉菌 、 放 线 菌 大 肠 杆 萝 等 ) 生 长 的 最 适 温度 为 20C — 40, 
最 低 为 0 — 7 ,最 高 为 40 人 CC 一 45 人 CC 。 当 培养 温度 偏 低 , 绍 胞 的 生 
长 速率 较 慢 , 随 着 温度 的 升 高 ,生长 速率 会 增 快 ,但 当 超 出 一 定 温度 
范围 后 造成 强 白 质 等 细胞 结构 物质 变性 而 导致 生长 速率 急速 下 降 ， 
苏 至 细胞 死亡 。 

细胞 的 最 适宜 生长 温度 不 一 定 就 是 其 代谢 产物 的 最 佳 生产 温 
唐 , 生 产 基 一 代谢 产物 时 , 常 在 培养 过 程 的 前 期 控 温 中 ,采用 有 利于 
细胞 生长 的 最 适宜 温度 , 竺 细胞 浓度 达到 一 定 水 平 后 再 转 为 该 代谢 
产物 的 最 佳 生产 温度 。 

图 11-3 举 出 三 种 典型 微生物 的 比 生长 速率 随 温 度 变化 曲线 ,从 

”597 ， 


细胞 得 率 系数 ,g 细胞 /g 甲醇 


温度 ,"C 
30 
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60 50 40 


b= mm Lal 区 — C. a 


k.h-"1 


PSS s Po he 


20 


SO ml 3.2 3.3 3. 3.5 3.0 qT 
T-!X103，K- 
图 11-3 微生物 比 生长 速率 与 温度 的 关系 


(a MK BI (R 8488); (b) PS (K 
肠 杆 菌 ); lc) 高温 菌 ( 环 状 芽 胞 杆 兰 )。 


图 中 发 现 有 一 些微 生物 ,在 一 定 温度 范围 内 , 比 生长 速率 与 温度 的 关 


0.5 
0.4 
0.3 
0.2 * 
0.1 
0 
40 50 60 
gm, C 
图 1i-4 PSKXH RAEZ818 3 2 32 
与 温度 的 关系 


系 似 乎 符合 阿 黑 尼 乌 斯 趾 
律 (Ink 与 1/T 有 一 段 线性 
关系 )。 但 当 温度 较 高 时 , 比 
生长 速率 急速 下 降 。 由 此 可 
知 ,采用 高 温 菌 于 生产 中 有 
其 优点 ,它们 所 生产 的 一 些 
酶 热 稳定 性 较 好 , 可 以 在 较 
高 温度 下 培养 ,细胞 的 生长 
速率 较 快 ,不 易 发 生 污 染 , 并 
节约 冷却 水 而 减少 动力 消耗 
等 。 对 于 生产 细胞 的 过 程 ， 


温度 会 影响 细胞 对 基质 的 得 率 系 数 ( 抑 图 11-4), 因 此 控制 好 培养 温 
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度 有 利于 提高 细胞 的 收 得 率 。 

( =)pH 的 影响 

pH 也 是 影响 绍 胞 生长 的 一 个 极其 重要 的 因素 。 一 般 ,细菌 在 中 
性 或 弱 碱 性 条 件 下 生长 息 好 ,所 以 对 于 微生物 ,能 生长 的 pH 范 蕊 较 
宽 , 约 3~4 个 pH 单位 ,最 适宜 5bH 范围 是 在 1 一 2 个 pH 内。 然而 醇 
TFR148 PS £ EÇ EE , ZL, BR BS +n BE Az Psl S£ ZE i& pH 环境 下 仍 有 很 好 耐酸 
性 。 

PH 对 动物 细胞 的 影响 极其 敏感 ,一 般 最 适 pH 值 要 求 在 7.0~ 
7.5, 波 动 小 于 0.1 个 pH 单位。 在 实践 中 往往 以 调节 通 人 CO, 流量 
或 滴 加 氨水 来 调整 培养 液 的 pH 值 。 

(四 ) 其 它 物质 的 影响 

除了 上 述 三 种 主要 又 普遍 的 影响 因素 外 , 尚 有 些 针 对 性 的 影响 
因素 ,例如 细胞 的 一 些 代 澳 产 物 , 有 的 会 反馈 抑制 细胞 的 生长 ,如 醇 
母 产生 的 乙醇 会 抑制 酵母 的 生长 ,乳酸 菌 生 产 的 乳酸 会 抑制 乳酸 菌 
的 生长 , 表 11-4 列 出 了 一 些 关 于 产物 抑制 的 模型 公式 。 


3114 产物 抑制 模型 公式 


Dagley, Hinshei- 


Ë =k. L — KP 11.2-32 

je 二 ) ( 32) 
Hozberg & =k, - K I(P—K;) (11.2-33) 
Ghose, Tyagi k=k,(l— P/P,.) (11.2-34) 
Aiba, Shoda £ = b, m” Rexp( - KP) (11.2-35) 

aza 2 Cs KP " 

Jerusalimsky k =k, Rt Kp +E (11.2-36) 
Bazua ,Wilk Ë = k, - KP(K; - P) (11.2-37) 


k= k (1l+E/P,)z (11.2-38) 
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Levenspiel 本 Kok. + CX (11.2-39) 


Ky,= K(i ~ P/P,.)° (11.20) 
Hoppe, Hans[ord Ë= s DE (1t.2-41) 
i m Ks + CsKp + [Yp/s/(Cs ~ Co) 


P: 产 物 洒 度 ;P。: 产 物 允 许 菏 度 ,高 于 该 浓度 细胞 不 能 生长 ; 
Km 产物 折 制 常数 ;ke: 无 产物 时 的 比 生长 速率 ; 
C: 根 制 性 基质 宁 浓 度 。 


倘 兰 好 气 细胞 在 培养 过 程 需 要 分 子 态 氧 作 为 电子 传递 反 点 的 最 
终 受 体 , 则 在 培养 过 程 不 断 地 向 培养 液 通 人 的 氧 不 足 时 ,会 造成 溶解 
氧 浓度 未 能 高 于 临界 浓度 , 便 会 影响 细胞 的 呼吸 ,从 而 影响 细胞 生 
长 。 对 于 生物 反应 中 ,不 同 产物 的 生产 过 程 蒿 氧 的 要 求 有 很 大 差异 ， 
有 的 要 求 维持 较 高 的 溶 氧 浓度 ,而 有 的 却 在 较 低 溶 氧 浓度 下 方 有 较 
高 的 产品 得 率 。 因 了 此 务必 根据 生物 反应 的 特点 ,来 控制 培养 液 中 的 
氧 浓度 , 以 便 得 到 较 高 的 该 产品 得 率 。 

11.2.4 含 重组 DNA 质粒 的 微生物 分 批 培养 

基因 重组 微生物 所 含 重组 DNA 质粒 常 在 培养 中 呈现 不 稳定 
性 , 据 发 现 有 两 种 形式 的 不 稳定 性 ,一 种 是 重组 DNA 质粒 的 高 析 ， 
称 为 分 裂 性 不 稳定 (Segregational instability); 男 一 种 是 重组 DNA 质 
粒 中 编码 产物 的 基因 结构 发 生 突 变 , 称 为 结构 性 不 稳定 《Structural 
instability)。 上 质粒 的 不 稳定 性 使 培养 液 中 具有 生产 能 力 的 细胞 的 比 
例 逐 渐 下 降 ,从 而 对 生产 产生 了 很 大 的 影响 。 

很 定 分 批 培养 时 ,基因 重组 微生物 仅 出 现 了 分 裂 性 不 稳定 性 。 
设 带 重 组 DNA 质粒 的 细胞 浓度 为 x” , 离 析 质粒 而 失去 生产 某 特定 
产品 的 细胞 浓度 为 x ,它们 的 最 大 比 生 长 速率 分 别 为 kw 和 k. , 带 
有 重组 DNA 质粒 的 细胞 在 培养 生长 过 程 中 质粒 离 析 而 丧失 作用 的 
概率 为 b, 则 在 培养 过 程 中 两 种 细胞 浓度 的 变化 率 分别 为 : 
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TP 1- nes 和 in Amna. par. sarna v -pr - —— s 


EY (11.2-42) 


dt m Ks + (CS 
a Ë m Rx + k k pa: (11.2-43) 
二 式 可 得 
dx  _ RmXx + ke DR 
rr (11.2-44) 
可 解 得 两 种 细胞 浓度 之 比 x 为 : 
-/ -VE-D 
x= -Dr u — (I.245) 
式 中 -一 代表 开始 堵 养 时 基 团 重组 微生物 浓度 ; 
蕊 一 一 代表 种 子 中 两 种 细胞 的 比例 ; 


wx 一 一 代表 两 种 细胞 最 大 比 生长 速率 之 比 , 即 = ww /ko 
离 析 了 重组 DNA 质粒 而 不 能 生产 特定 产物 的 细胞 在 培养 党 殖 时 ， 
其 物质 消耗 和 能 量 消耗 低 于 含 重组 DNA 质粒 的 细胞 ,所 以 &; > 
kw o 如 果 此 两 种 细胞 的 得 率 系 数 分 别 为 Yc 和 TJs Ye a 


-x = 全 — ,其 中 ACs 为 生成 细胞 量 (Ax+ 或 Ax- ) 时 所 消 


x` 


将 (11.2-42)(11.2-43) 和 (11.2-45) 三 式 代 人 (11.2-46) ,并 简略 地 
认为 Ye 与 Yc 相等 , 则 
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' re .—— s 。 
-em ic rr i... m... 4. ....... i... Y... v... hE 


KS. trus y u 
dt Y < KstCsl m f m 


(atp-1)z +P)(x* 52 p ”—p| , 
«t+P—1 


(11.2-47) 
特定 产物 只 能 由 含 重组 DNA 质粒 的 细胞 生产 ,产物 P 的 生成 速率 
为 : | 


qea rag 《此 外 oB 为 常数 ) (11.2.48) 


> xÇ = 10 *kg/m2, yo 分 别 为 0.0.25.0.5 和 1 时 ,对 微分 方程 
组 (11.2-42)、(11.2-43)、(11.2-47) 和 (11.2-48) 求 数值 解 ,得 出 分 批 


培养 中 两 种 细 胸 浓度 比 : 限 制 性 基质 浓度 和 产物 浓度 的 变化 情况 。 
参见 图 11-5 .图 11-6 和 图 11-7。 


Y= X- /X+ 


0 2 4 5 8 1012 14 


r= kk: 
图 ]1-5 分 批 培 养 中 宿主 细胞 与 DNA “图 11-6 分 批 培养 中 限制 性 基质 
重组 细胞 浓度 比 的 变化 浓度 的 变化 
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图 11-7 分 批 培养 中 产物 浓度 的 变化 
(a] 产 物 生 产 与 绝 网 生长 相关 ; 
《5) 产 物 生 产 与 细胞 生长 无 关 ， 
《c) 产 物 生 产 与 细胞 生长 部 分 有 关 。 


tl.2.5 分 批 培养 中 有 关 的 动力 学 速率 和 参数 

(一 ) 得 率 系 数 

在 细胞 培养 过 程 中 伴随 着 复杂 的 生化 反应 , 若 设 AC 为 生成 细 
胞 量 Ax 时 所 消耗 基质 的 量 , 则 可 定义 细胞 对 基质 的 得 率 系 数 为 
Y;/c 


Y. e= S (11.2-49) 
#r3t hh p 3 y f-, di ju x 05 48: 2 Sk uE] E V 28: 
Y,o= AG (11.2-50) 


其 倒数 表示 ,每 生成 单位 质量 的 细胞 需要 消耗 氧 的 量 。 
如 果 在 培养 中 细胞 生产 除了 有 二 氧化 碳 与 水 之 外 的 产物 时 , 产 
物 对 基质 的 得 率 系数 为 
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Yee = AE (11.2-51) 
得 率 系 数 反 映 了 生化 反应 中 细胞 和 产物 的 收 得 率 。 细 胞 得 率 系 数 随 
微生物 种 类 .基质 种 类 、 塔 养 条 件 而 变化 。 表 11-5 和 表 11-6 分 别 列 
出 了 一 些微 生物 的 Ywvc、Ywp 和 一 些 产物 的 Ypyx 值 。 可 以 推 得 
Ypjx/ YW/c= Ypyco 


表 11-5 一 些微 生物 细胞 的 得 率 系数 


WE 
pu z£ We Bb | 


PAGE IB SN |. 


球形 红 假 单 胞 菌 
啤酒 酵母 
35 ë FR PÑ 


甲 基 单 胞 菌 
假 单 胞 菌 


(二 ) 基 质 的 消耗 速率 
在 分 批 培养 过 程 中 细胞 的 生长 和 产物 的 生成 使 培养 液 中 基质 浓 
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度 下 降 , 根 据 物 料 衡 算 ,可 以 得 到 如 下 的 关系 式 : 
de_ kx 
dt Y;,/c 
生长 细胞 ,生成 产物 和 维持 细胞 生命 活动 都 需要 能 量 , 如果 能 源 物质 
成 为 限制 性 基质 , 则 物料 衡 算 公式 为 : 


{11.2-52) 


_ dc _ kx px 
dt Yo mx t y> (11.2-53) 


式 中 Ye 一 一 代表 细胞 生长 得 率 系数 (kg/kmol 或 kg/kg); 
一 一 代表 组 胞 的 维持 系数 (kmol/kg*s 或 s 1); 
Yp 一 一 代表 产物 的 生成 得 率 系 数 (kgy/kg 或 kmol/kmol); 
qs 一 一 代表 产物 的 比 生成 速率 。 
前 述 的 YYyc 和 Ypyc 是 分 别 指 细胞 和 产物 对 基质 的 总 消耗 得 率 系数 ， 
而 Ye 和 Yr 则 分 别 表示 用 于 细胞 生长 和 用 于 产物 生成 的 基质 消耗 
得 率 系数 。 产 物 的 比 生成 速率 q 可 定义 为 : 
a = Se (11.2-54) 
相 涯 于 单位 质量 细胞 生产 产物 的 速率 。 限 制 性 基质 的 消耗 速率 也 可 
用 基质 比 消 耗 速率 q, 表示 : 
qam sss (11.2-55) 
于 是 (11.2-53) 式 变 成 
ds (11.2-56) 
如 果 分 批 培养 过 程 中 除了 细胞 ,二 氧化 碳 和 水 外 ,没有 其 它 的 产物 生 
成 , 则 q,=0, 由 {11.2-55)、(11.2-56) 和 {11.2-52) 三 式 可 得 
pr (11.2-57) 
细胞 对 基质 的 得 率 系 数 Yj 较 易 测定 ,而 Yo 和 m 很 难 直接 测定 。 
车 测定 不 园 比 生长 速率 k 时 的 Ywe， 即 可 通过 了 一 对 1/k 作 图 ,以 图 
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a — ——. - . - - 
一- -es- wa. ... ..— = - +... ..-..... a 一 meet， ~ 


解法 分 别 在 过 一 轴 上 教 距 和 直线 斜率 求 出 YG fl m, 


(三 ) 产 物 生成 速率 
分 批 培养 过 程 中 产物 的 物料 稀 算 有 以 下 关系 式 : 


=qpx- KP (11.2-58) 


式 中 也 一 代表 产物 浓度 (kg/m 或 kmol/nm); 
K 一 一 代表 产物 分 解 速度 常数 (s l). 

上 式 假定 不 稳定 产物 的 分 解 为 一 级 反应 。 如 产物 是 稳定 的 , 则 上 式 
K =0。Gaden 将 微生物 发 酵 过 程 中 产物 的 生成 概括 成 三 种 情况 : 产 
物 生 成 与 细胞 的 生长 相关 、 或 部 分 相关 、 或 不 相关 。 

(1) 产 物 的 生成 与 细胞 生长 相关 情况 

相关 情况 指 产物 通常 由 细胞 生长 过 程 中 将 基质 分 解 代谢 所 产生 
的 (例如 葡萄 糖 厌 氧 发 酵 生产 乙醇 ), 或 是 细胞 正常 代谢 过 程 的 中 间 
产物 (如 氨基 酸 ) ,而 产物 的 生成 速率 可 由 下 式 表 示 : 


SP = Yyckx (11.2-59) 


式 中 Yepc 一 一 代表 单位 质量 细胞 生成 的 产物 量 。 

《2) 产 物 的 生成 与 细胞 生长 部 分 相关 

此 类 产物 的 比 生产 速率 方程 中 含 一 项 与 细胞 的 生长 相关 ,然而 
还 需 有 与 细胞 生长 不 相关 项 才能 描述 ,这 是 对 乳酸 发 酵 过 程 中 乳酸 
生成 速率 的 变化 情况 归纳 得 到 的 。 此 产物 的 生成 速率 公式 如 下 : 


e= S+ Bx (11.2-60) 
式 中 oa Au) 9. 
将 (11.2-60) 式 等 号 两 边 均 除 以 细胞 浓度 x, 则 得 

— r sq SEN (11.2-61) 


即 
qp=ak + B (11.2-62) 
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此 式 也 适用 于 术 榜 酸 、 龄 等 生产 过 程 。Lee 等 在 对 得 到 的 基因 重组 
微生物 ,对 基因 转录 和 转译 所 生成 的 不 稳定 基因 编码 的 产物 进行 动 
力学 研究 中 ,发 现 产 物 的 生产 速率 方程 也 类 似 于 (11.2-62) 式 。 

(3) 产物 生成 与 细胞 生长 不 相关 

此 类 情况 的 特点 是 细胞 在 生长 阶段 无 产物 积累 , 当 细 胞 停 下 生 
长 后 却 大 量 积累 产物 。 这 种 类 型 的 例子 有 抗生素 ,微生物 毒素 等 次 
级 代谢 产物 的 生成 。(11.2-58) 式 在 原则 上 也 可 表示 其 产物 生成 速 
率 。 

户 田 清 对 产物 生成 的 规律 归纳 成 五 种 情况 (可 阅 户 田 清 ,2X4 才 
>2 , 口 沁 一 人) 注 太 上 ,日刊 工 业 新 闻 社 ,1983。)。 

(四 ) 分 批 培养 动力 学 参数 估计 

分 批 培 养 时 ,细胞 洲 度 .限制 性 基质 浓度 和 产物 浓度 等 是 堕 培养 
时 间 不 断 变 化 的 。 综 合 分 批 培 养 中 细胞 .限制 性 基质 和 产物 浓度 变 
化 的 规律 ,所 建立 的 动力 学 模 吾 可 由 以 下 函数 式 构 成 的 一 组 组 微分 
方程 来 表达 : 


ax; 
P= fi(X Xa Ku Ki Ki Ka) (11.2-63) 


式 中 XX 一 一 代表 状态 变量 G1 = 1,2,…,M) ,如 细胞 浓度 、 限 制 性 
基质 浓度 ,产物 浓度 等 ; 
KK 一 一 代表 待 确定 的 参数 (=1,2,…,N); 
t 一 一 代表 培养 时 间 。 

待 确定 参数 K, 可 利用 分 批 培养 的 实验 数据 进行 估计 。 

根据 各 参数 约束 条 件 的 可 能 取 值 范围 ,以 及 结束 运算 的 判别 标 
准 。 ,首先 给 出 各 参数 的 估计 值 作为 计算 的 初 值 ,并 代入 (11.2-63) 
方程 组 , 求 出 不 同 培 养 时 间 x, 的 数值 解 ,以 X, (v) 表示, 然后 与 其 实 
验 值 Xi(t) 比 较 , 以 目标 函数 表示 ; 


ó = > D: (+)—X,(+))J2W, (11.2-64) 


式 中 一 一 代表 培养 结 来 时 间 
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到 一 一 代表 权重 ,依据 各 状态 变量 取 不 同 值 。 

从 而 求 出 8, 于 是 使 参数 估计 转化 为 求 56 成 为 最 小 时 的 Ki PB. 
用 最 优化 方法 (参阅 有 关 专 著 ) 求 出 各 参数 的 新 值 ,再 代 人 (11.2-63) 
方程 组 , 求 数值 解 以 及 新 ó 值 ,如 果 新 老 6 之 差 的 绝对 值 大 于 < ,就 
将 新 的 参数 值 又 当 作 初 值 ,重新 按 上 述 顺 序 求 参 数值 。 如 此 反复 运 
算 , 直 到 新 老 参 数 得 出 的 4 之 差 小 于 e 为 止 。 求 取 参 数值 时 可 采用 
的 优化 方法 有 最 速 下 降 法 ,改进 高 斯 -牛顿 法 , 拟 线 性 化 法 .单纯 形 法 
和 最 大 原理 控制 变量 法 等 (参阅 有 关 专 著 )。 


11.3 连续 培养 法 


分 批 培养 由 于 营养 物质 的 耗 尽 或 有 害 代谢 物 的 积累 ,生化 反应 
不 能 长 时 间 进 行 而 在 一 定 的 有 限时 间 后 停顿 。 倘 车 向 生化 反应 器 以 
一 定 流量 不 断 地 加 入 新 培养 基 以 补充 细胞 生长 所 需 的 消耗 量 ,同时 
以 相同 流量 不 断 地 取出 培养 基 , 让 有 害 代 谢 物 不 断 地 被 稀释 排出 , 生 
化 反应 便 能 长 时 期 进行 ,这 种 培养 方法 称 作 连续 培养 。 其 方式 有 单 
级 ( 单 镀 ) 连 续 培 养 和 多 级 (多 负 绅 连 ) 连 续 培 养 。 如 果 培 养 过 程 中 在 
添加 新 培养 液 的 同时 排 册 旧 培 养 液 而 使 培养 液 组 成 恒定 ,那么 培养 
过 程 就 达到 了 稳定 状态 。 | 

i 11.3.1 单 级 连续 培养 

单 级 连续 培养 是 连续 培养 中 最 简 
单 的 方式 。 假 定 在 生化 反应 器 中 ,新 说 
一 一 养 基 的 加 入 速率 得 培养 液 的 扫 出 速 
率 相等 并 保持 重 定 ,生化 反应 器 中 能 实 
现 充分 混合 , 使 培养 液 各 组 分 分 布 均 
匀 ,而 培养 液体 积 仍 保持 恒定 。 其 细胞 
118 单 级 连续 培养 量 衡 算 ( 参 见 图 11-8) 为 : 
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加 入 生长 ”流出 ME 


1 v gx 
式 中 一 一 代表 细胞 的 比 生长 速率 ; 

XxX 一 一 代表 反应 器 中 的 细胞 浓度 ， 

V 一 一 代表 反应 器 中 的 培养 液体 积 ; 

F 一 一 代表 培养 基 添 加 流量 或 培养 液 流 出 的 流量 。 


由 于 培养 基 加 入 反应 器 后 立即 被 分 散 均 勾 , 流 出 液 的 组 成 与 反应 器 


中 各 处 培养 液 的 组 成 相同 。 连 连续 培养 达到 稳定 状态 时 , 伴 = 0, 
(11.3-1) 式 则 变 为 ; 


(11.3-1) 


k=F/V=D (11.3-2) 
式 中 “TD 一 一 代表 流量 下 与 培养 液体 积 V 之 比 , 称 为 稀释 率 。 
此 式 表达 了 单 级 连续 培养 达到 稳定 状态 时 ,细胞 的 比 生长 速率 与 稀 
释 率 相等 的 特性 ,说 明 在 连续 培养 中 可 通过 调控 流量 下 ,使 其 改变 稀 
释 率 ,从 而 改变 细胞 的 比 生 长 速率 。 这 一 点 在 分 批 培养 中 是 做 不 到 
的 。 

在 连续 培养 中 ,限制 性 基质 的 物料 衡 算 如 下 : 
加 人 ”流出 细胞 生长 消耗 ”积累 


FC _ FC XV -vds 
FCs Ywc, V dt 


式 中 “Cso- 一 -代表 加 料 中 限制 性 基质 浓度 ; 
Cs 一 代表 反应 器 中 限制 性 基质 浓度 ; — 
Yw 一 一 代表 对 限制 性 基质 的 细胞 得 率 系数 。 


(11.3-3) 


se WS sa 


(11.3-4) 


— 
由 于 在 稳 态 时 了 D= 类, 则 上 式 可 简化 为 : 


PT w. n Í s 


Yx/c (Cso— Cs) =X (11.3-5) 
在 (11.2-17)Monod 方程 适用 情况 下 ,稀释 率 与 流出 的 培养 液 中 
限制 性 基质 浓度 的 关系 式 为 


(11.3-6) 


由 此 式 求 得 流出 液 限 制 性 基质 浓度 随 稀 释 率 变化 的 关系 式 
G= 《11.3-7) 
代入 (11.3-4) 式 , 求 出 在 稀释 率 为 D 时 流出 液 中 的 细胞 浓度 为 


x=Yxwe, [ Cso = SS) (11.3-8) 

单 级 连续 培养 的 操作 中 稀释 率 有 一 定 的 限制 , 当 加 料 中 限制 性 
基 贰 浓度 为 Cso 时 ,细胞 能 达到 临界 比 生 长 速率 , 它 与 Cso 的 关系 是 

kE. =K;, EE (11.3-9) 

所 议 单 级 连续 培养 的 稀释 率 不 可 大 于 临界 稀释 率 De(Dc= kc), 4 D 
>Dc 时 ,由 于 细胞 的 比 生长 速 府 低 于 稀释 宁 , 细 胞 不 断 地 从 反应 器 
中 被 洗 走 ,最 终 培养 液 中 细胞 浓度 被 洗 光 而 下 降 至 趋 于 零 ,限制 性 基 
质 浓度 则 升 至 Cso。 图 11-9 描述 在 k. 1.0h ',Ywe==0.5,Cso= 
10kg/n ,Ks = 0.2kg/mš 时 ,反应 器 中 的 细胞 浓度 和 限制 性 基质 请 
度 随 稀释 率 变 化 的 计算 结果 。 

连续 培养 过 程 中 ,细胞 的 生产 率 Px 为 流出 液 中 细胞 浓度 与 稀 
释 率 之 乘积 : 


Px = Dx (11.3-10) 
将 (11.3-8) 式 代 人 上 式 可 得 
Px=DYwe, [Co - ZS) 
由 图 11-9 可 知 ,Px 有 一 极 大 值 , 当 细 胞 的 生产 率 Px 处 于 最 大 时 , 相 
应 的 稀释 率 Dc 为 
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(11.3-11) 


Xb(g¿L /h} 


CCg7L) 


Dh-'y 


11-9 单 级 连续 培养 中 义 \Cs 与 五 的 关系 
= _ J Ks _ 
De= ka [ N r= Cso 
此 时 和 反应 器 中 相应 的 细胞 浓度 xc 为 
xc = Yx/c,(Cso + Ks ~ V KsCso + Ks) (11.3-13) 
于 是 细胞 的 最 大 生产 率 为 


z 
P. =Ywqk Co | k Eg (11.3-14) 


若 Cap Ks , BJ 


(11.3-12) 


Pn = Yx/c,&,,Cso (11.3-15) 

现 将 连续 培养 与 分 批 培养 的 细胞 生产 率 进 行 比较 。 假 定 在 分 批 

培养 使 用 相同 的 起 始 培养 基 , 接种 后 的 细胞 浓度 为 x, 最 终 得 到 的 

细胞 最 大 浓度 为 xf, 并 设 在 Xs 时 Cso=0, 而 细胞 仍 处 于 指数 生长 阶 
段 ,一 个 实现 分 批 培 养 过 程 的 生产 周期 所 需 时 间 ts 应 是 


i 
tp tu 十 kin X + tg + tp (11.3-16) 


式 中 t 一 代表 延迟 期 化 费 的 时 间 ， 
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tk 一 一 代表 放出 培养 液 占用 的 时 间 ，; 
tp 一 一 代表 洗 反 应 器 、 加 入 新 培养 基 、 灭 菌 等 操作 所 化 去 的 时 
间 。 


如 此 合算 分 拒 培 养 的 细胞 生产 率 为 
qaya: Yxwe C 
Pp = s S= | (11.3-17) 
3 2 ln tt + ta + fp 
对 比 (11.3-15) 与 (11.3-17) 两 式 得 
P =in + k (a t ta + i) (11.3-18) 


由 此 可 知 ,连续 培养 时 细胞 的 生产 率 遍 于 分 批 培养 的 。 
若 限 制 性 基质 是 能 源 ,那么 一 部 分 要 用 于 细胞 维持 生产 所 需要 ， 
如 再 考虑 细胞 生成 代谢 产物 的 需要 , 则 (11.3-3) 式 要 写成 


Sn q xV ,dCs 
2 qsAE2 V = =V S (11.3-19) 


Oe S sse x,Cs、F( 或 DD) 三 者 关系 ,可 . 
求 得 不 同 稀释 率 下 的 Yxw ,由 (11.2-57) 式 求 出 维持 系数 m 和 细胞 
的 生长 得 率 系数 Yoo ew 

11.3.2 细胞 回流 的 单 级 

连续 培养 

图 11-10 描述 了 进行 细胞 回 
流 的 单 级 连续 培养 过 程 。 该 技 
术 即 是 将 单 级 连续 培养 流出 液 
中 的 细胞 回收 浓缩 , 送 回 生化 反 
应 器 中 。 这 相当 于 不 断 对 生化 
反应 器 进行 接种 。 — S 

关于 生化 反应 器 中 细胞 物 
料 的 衡 算 为 


x X 


1 


TT Ñ ws .H. - 


FPR 流出 生长 — BUR CL 
aFnx— (1 +a)Fxt+ kV = v sx 


dt 
式 中 a 一 一 代表 回流 比 ; 
n 一 一 代表 分 离 器 es 


当 反 应 器 中 培 培养 液 处 于 稳定 状态 时 ,~ x q TE 
na) {11.3-21) 
因此 ， PE ee a 生化 反应 器 中 的 绍 胞 比 生 
长 速率 与 稀释 率 是 不 相等 的 。 洗 由 于 细胞 浓缩 倍数 n>>1, 使 1+a- 
na 恒 小 于 1, 则 稀释 率 会 饭 大 于 比 生 长 速率 。 
对 于 人 限制 性 基质 的 物料 衡 算 ， 
加 入 回流 流出 生长 消耗 mg 


RxY _ 
FC + aFCse 一 (1 十 a)FCs— Yx. dt (11 - 3-22) 
在 稳定 状态 下 , 守 S=0, 上 式 则 变 为 
x= YYxc(Cso 一 Cs) (11.3-23) 
将 (11.3-21) 式 代入 可 得 
x= Ywc {Cso — Cs)/(1 +a- na) (11.3-24) 


此 式 表明 ,回流 操作 时 反应 器 中 细胞 浓度 为 天 回流 时 芍 1/(t + = — 
na) 悦 。 为 了 简便 而 令 (1+a- na)=W, 则 


kËE=D(1+a— na) = WD (11.3-25) 


(11.3-26) 


于 是 
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i _KSWD 
X w ) $. xD) 
又 将 临界 状况 的 (11.3-25) 式 , 即 R = WD. 代 人 (11.3-9) 式 而 得 
D Ke (11.3-28) 
上 式 和 (11.3-27) 式 分 别 描述 了 回流 比 越 大 ,W 就 越 小 ,Dc 和 x 便 会 
增 大 ,所 以 细胞 回流 有 利于 提高 细胞 生产 率 , 图 11-11 表明 ,细胞 加 
流 的 连续 培养 ,细胞 生产 率 比 无 回流 时 (虚线 所 示 ) 大 大 提高 。 由 于 
De 增 大 ,显然 加 料 流 量 可 以 增 大 。 如 果 加 料 流 量 不 变 , 则 可 缩小 反 
应 器 体积 。 细 胞 回流 连续 培养 技术 已 被 广泛 地 应 用 于 废水 的 生化 处 


(11.3-27) 


细胞 浓度 Cg7 L) 
mh E ° 3 (g/1. h) 


图 11-11 细胞 回流 (4 ,2,3) 与 不 辐 流 (4,5) 的 比较 
(1,4) 反 应 器 中 细胞 浓度 ;(2,5) 细 胞 生产 率 ;{3) 出 口 细胞 
浓度 。(ks = 1.0h ', Ywc, =0.5,Ks=0.2g/L, Cso= 10 
g/L,a=0.5,n=0.2) 
11.3,3 多 级 连续 培养 
几 个 生化 反应 器 串联 就 成 为 多 级 连续 培养 ,其 特点 是 第 一 个 反 


应 器 的 流出 液 作为 第 二 个 反应 器 的 加 料 液 ,第 二 个 反应 器 流出 液 又 
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成 为 第 三 个 反应 器 的 加 料 匀 等 等 ,进行 多 级 连续 培养 时 ,在 第 二 及 应 
器 以 后 的 各 级 可 间 时 添加 新 培养 基 , 还 可 有 更 复 条 的 操作 过 程 。 现 
简 使 地 以 二 级 连续 培养 为 例 进行 分 析 ,并 假定 一 ` 二 级 反应 器 内 培养 
液体 积 相同 ,第 二 个 反应 器 无 新 培养 基 加 入 ,参见 图 11-12。 


图 !I-12 二 级 连续 培养 示意 
二 级 连续 培养 的 第 一 -个 反应 器 情况 与 单 级 连续 培养 相同 ,而 第 
二 级 的 细胞 物料 衡 算是 


Fxy ~ Fx 十 mV=V S (11.3-29) 
起 中 Xi1、R%s 一 一 分 别 代 表 第 一 级 和 第 二 级 反应 器 内 的 细胞 浓度 ， 
ks 一 一 代表 第 二 级 反应 器 中 细胞 的 比 生长 速率 。 
有 关 限 制 性 基质 的 物料 衡 算 


FCs — Fco ~ 222V =V SS 


Vu ot (11.3-30) 


反应 器 内 处 于 稳定 状态 时 ,dxo/dt=0,SS=0, 则 (11.3.29) 和 (11.3 
30) 两 式 分 别 变 为 
k2=D{1- 妆 | (11.3-31) 
x2 


x = Ye (Ca =) (11.3-32) 


由 于 0< xy xz 和 I, 所 以 在 串联 的 第 二 级 反应 器 中 细胞 比 生长 速率 小 
于 稀释 率 , 这 是 因为 从 第 一 反应 器 中 流出 的 培养 液 中 限制 性 基质 浓 
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度 一 般 较 低 ,于 是 第 二 反应 器 中 细胞 的 生长 较 少 。 
将 (11.3-8) 和 (11.3-7) 两 式 分 别 作为 xi .Ca 以 及 (11.3-31) 式 代 
人 (11.3-32) 式 ,整理 后 可 得 
xz = Ywc (Cso— Ce) (11.3-33) 


又 根据 Monod 方程 ,第 二 kahun: hO Si 


(11.3-34) 


人 8) 式 作为 xi 代入 上 式 后 
整理 得 
K2D° 


(oD) [iC - ER+KsDjco+R 0 


(11.3-35) 

解 上 述 二 次 方程 ,可 求 出 不 同 稀释 率 下 第 二 级 反应 器 处 于 稳 态 时 具 

有 的 Cw。 然后 由 {11.3-33) 式 
算出 Xo. 

图 11-13 描述 了 二 级 连续 培 

养 时 , 各 级 反应 器 内 的 细胞 小 


Xx uk Ü  — 


度 ,限制 性 基质 浓度 和 细胞 生产 

率 随 稀释 率 变化 的 计算 结果 。 

由 此 可 见 , 二 级 生化 反应 器 在 同 

样 的 临界 稀释 率 Pe 下 均 能 被 洗 : 
光 。 当 稀释 率 < De PF, x, TE À 时 PN. 
于 Xi f Co 比 Ca 低 得 多 ,这 说 四 U Cm NIaKhS 
明 在 二 级 连续 培养 过 程 中 基质 及 绍 胞 生产 率 与 稀释 率 
的 利用 较 完全 ,然而 在 第 二 级 生 的 关系 | 


化 反应 器 中 ,细胞 的 生长 率 (P=Dx) 却 小 得 多 。 
11.3.4 连续 培养 生物 技术 的 应 用 
在 工业 上 连续 培养 的 应 用 由 于 技术 较 复 淋 而 远 不 如 分 批 培 养 普 
遍 。 不 过 ,连续 培养 时 网 胞 的 生长 速率 比分 批 培养 高 ,所 以 已 在 单 细 
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胞 蛋白 的 生产 .再 酮 -了 醇和 啤酒 等 生产 中 得 到 应 用 。 在 废水 的 生化 
处 理 中 以 活性 污 泥 循 环 和 用 的 操作 技术 也 得 到 应 用 。 连 续 培 养 也 存 
在 一 些 问题 ,主要 的 是 连续 培养 的 延续 时 间 长 ,污染 杂 菌 的 机会 较 
多 ,细胞 变异 退化 现象 等 均 较 分 批 培养 突出 。 由 于 退化 的 细胞 比例 
逐渐 增 大 而 引起 生产 能 力 下 降 。 

根据 连续 培养 的 特点 ,在 稳定 状态 时 ,反应 器 内 细胞 .基质 和 产 
物 浓度 恒定 不 变 , 在 单 级 连续 培养 中 细胞 的 比 生 长 速率 还 和 稀释 率 
相同 ,改变 加 料 流量 即 可 改变 细胞 的 比 生长 速率 ,这 对 于 研究 细胞 代 
谢 活 动 与 环境 的 关系 ,研究 细胞 在 不 同比 生产 速率 下 的 生理 特性 和 
生化 反应 动力 学 等 都 是 有 利 的 。 

连续 培养 的 生物 技术 还 可 用 于 宣 集 或 筛选 微生物 的 研究 ,也 被 
用 于 微生物 细胞 中 基因 重组 DNA 质粒 稳定 性 及 其 影响 因素 和 质粒 
的 结构 性 不 稳定 等 的 研究 。 

通过 连续 培养 的 动力 学 研究 , 发现 争夺 利用 限制 性 基质 的 几 种 
细胞 在 混合 培养 时 , 比 生长 速率 小 的 细胞 在 连续 培养 过 程 中 会 被 洗 
掉 , 而 由 比 生 长 速率 大 的 细胞 所 取代 。 车 选用 适当 的 营养 物质 作为 
限制 性 基质 ,有 可 能 提高 产物 的 生产 率 。 例 如 限制 性 基质 对 变异 链 
球菌 生产 肪 酸 的 影响 , 当 用 磷酸 盐 或 氮 源 作为 培养 基 中 限制 性 基质 
时 , 菌 体 的 生长 会 受到 限制 ,而 培养 基 中 碳 源 转化 成 乳酸 的 效率 却 提 
高 了 。 又 如 用 多 级 连续 培养 红 曲 先生 产 B- 半 乳糖 苷 酶 时 ,在 葡 菊 糖 - 
半 乳 粮 培 养 基 中 , 酶 的 生产 会 受 半 和 乳糖 诱导 ,而 葡萄 糖 却 对 半 乳 糖 的 
利用 发 生 竞争 性 抑制 作用 。 如 果 因 势利 导 ,采用 第 一 级 以 葡萄 糖 作 
磋 源 ,以 获得 大 量 菌 体 并 回流 部 分 菌 体 ,在 第 二 级 中 加 入 半 乳 糖 而 促 
进 酶 的 生产 ,可 使 及 半 乳 糖苷 糖 的 生产 率 较 大 地 提高 。 


11.4 其 它 培 养 方法 
11.4.1 补 料 分 批 培养 


补 料 分 批 培养 技术 是 在 分 批 培养 过 程 中 添加 营养 物质 ,经 过 一 
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段 时 间 后 取出 培养 液 的 培养 方法 。 由 于 补 料 ,培养 液体 积 逐 渐 增 大 ， 
到 一 定时 间 间 隔 取 出 部 分 培养 液 , 剩 下 的 培养 液 继续 进行 补 料 培养 ， 
反复 多 次 补 料 和 放 料 操作 ,这 是 一 种 介 于 分 批 培养 和 连续 培养 的 方 
法 , 称 作 重 复 补 料 分 批 培养 。 

补 料 分 批 培养 可 在 一 定 程度 上 控制 培养 液 中 的 基质 浓度 ,提高 
产物 的 生产 效率 , 它 可 应 用 于 如 下 的 几 种 情况 中 : 

(一 ) 细 胞 的 高 密度 培养 

通过 流 如 高 浓度 的 营养 物质 ,培养 液 中 细胞 浓 庆 可 达到 非常 高 
的 程度 ,如 大 肠 杆菌 的 菌 体 浓度 可 达 125kg( 干 重 )/m ,这 对 于 胞 内 
产物 的 生产 过 程 十 分 有 利 。 

二) 基质 会 发 生 抑制 细胞 的 培养 过 程 

例如 一 些微 生物 能 利用 甲醇 乙醇 .醋酸 或 蘑 些 芳香 族 化 合 物 作 
基质 ,但 这 些 物质 在 较 高 浓度 下 对 细胞 的 生长 会 有 抑制 作用 , 则 采用 
补 料 培养 法 ,使 这 些 物质 浓度 保持 在 较 低 水 平 ,消解 它们 的 抑制 作 
用 ,又 满足 该 细胞 对 基质 的 需要 。 

(三 ) 某 些 酶 合成 受阻 过 过 程 

例如 , 茶 些 易 被 微生物 利用 作 碳 源 的 物质 (如 葡萄 糖 ) 会 使 细胞 
某 些 酶 的 合成 受到 阻 坎 ,采用 补 料 培 养 使 培养 液 中 葡萄 糖 浓度 保持 
在 低 水 平 ,从 而 避免 蔓 萄 糖 的 阻 过 。 

总 之 培养 基 中 有 抑制 或 阻 壮 作用 的 物质 ,但 又 是 不 能 缺少 的 ,都 
可 以 采取 补 料 培养 技术 加 以 解决 。 补 料 分 批 培 养 的 补 料 操 作 可 间歇 
地 进行 ,也 可 连续 流 加 进行 ,其 流 加 物料 的 流量 可 便 定 ,也 可 随 情况 
而 变化 。 

连续 流 加 补 料 时 ,反应 器 中 的 细胞 ,产物 会 被 稀释 ,于 是 对 全 部 
培养 液 进行 如 下 的 物料 衡 算 : 


细胞 : dV - =kVx (11.4-1) 


I > _ 1 d(Vx) 
基质 : —— “AYO a (11.4-2) 
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产物 : dD =qVx (11.4-3) 


体积 : = (11.4-4) 
出 于 细胞 浓度 和 培养 滚 体积 都 随 着 时 间 变 化 ,所 以 对 细胞 而 言 , 则 是 
业 Y vy (11.4-5) 

由 (31.4-1)、(11.4-4) 和 (11.,4-5) 三 式 合并 可 得 
=(k-F/V)x=(k-D)X {11.4-6) 


对 于 限制 性 基质 ,由 (11.4-1)、(11.4-2) 和 (11.4-4) 三 式 可 得 另 一 衡 
算式 : 
ds. 


(11.4-7) 


= £(Co- Yw 


式 (11.4-6) 和 (11.4-7) 分 别 描述 了 流 加 分 批 培养 时 ,细胞 浓度 
各 限制 性 基质 浓度 的 变化 规律 。 当 流 加 速率 下 保持 但 定 ,而 加 入 料 
深 中 限制 性 基质 浓 庆 比 反应 器 中 限制 性 基质 的 初始 浓度 高 时 , 随 着 
料 液 的 流 加 ,反应 器 中 细胞 浓度 逐渐 增 大 ,限制 性 基质 浓度 开始 时 也 
增 大 ,到 了 一 定时 间 后 被 级 胞 所 消耗 的 增多 而 逐渐 下 降 , 最 后 限制 性 


基质 浓度 趋 于 0, 细 胞 浓度 趋向 定 值 。SSS = 0, 任 =0, 反 应 器 内 趋 于 


稳 态 ,根据 (11.4-6) 式 得 知 ,在 这 种 拟 稳 态 条 件 下 细胞 的 比 生长 速率 
与 稀释 率 可 认为 相间 。 由 于 不 断 进 行 补 料 ,培养 液体 积 不 断 地 增 大 ， 
则 稀释 率 逐 渐 减 少 , 进 人 拟 稳 态 后 ,虽然 细胞 浓度 趋向 一 定 值 ,培养 
液 中 细胞 的 总 量 却 随时 间 而 线性 地 增加 。 

如 果 培 养 液 中 限制 性 基质 浓度 能 够 维持 恒定 , 则 细胞 的 比 生 长 
速率 便 可 保持 恒定 ,反应 器 中 的 细胞 总 量 随时 间 指 数 增加 ,此 时 补 料 
须 与 时 疝 以 指数 关系 流 加 ,而 不 能 恒 速 进行 : 


RVR 
Pe (Co C 500 (11.4-8) 
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式 中 V。 一 代表 培养 液 的 初始 体积 ; 
x 一 代表 开始 补 料 时 反应 藉 内 的 细胞 浓度 。 
当 以 能 源 为 限制 性 基质 时 ,并 有 产物 生成 ,部 分 能 源 要 用 于 细胞 
维持 生命 活动 , 则 式 (11.4-2) 应 为 


Me) pow -AgY ss (11.4-9) 
由 (11.4-3) 和 《11.4-4) 式 ,可 得 产物 浓度 的 变化 率 为 : 
里 = qx PD (11.4-10) 
补 料 开 始 后 经 t 时 间 的 产物 浓度 是 : 
二 全 +g qd (11.4-11) 
式 中 PP 一 一 代表 开始 补 料 时 产物 的 浓度 。 
oss 补 料 分 批 培养 在 工业 上 应 用 已 取得 


极 好 的 效果 。 例 如 ,以 葡萄 糖 代 乳 糖 作 碳 

源 的 青霉素 发 酵 生 产 技术 中 , 葡萄糖 浓度 

稍 有 偏 高 就 会 造成 蓝 体 生长 阶段 生化 反 

应 器 中 供 氧 速率 不 足 而 培养 液 pH 下 降 ， 

致使 在 青霉素 生产 阶段 青霉素 的 生产 大 

大 地 减少 。 采 用 补 料 方法 , 令 葡萄 狂 浓 度 

维持 在 最 合适 的 水 平 上 , 即 可 提高 青霉素 

(b) ”的 产量 。 还 有 在 青 堆 素 发 酵 生 产 中 需 加 

透析 器 “前 体 葵 乙酸 ,但 苯 乙 酸 高 于 一 定 浓 度 后 ， 

和 便 具有 对 青 答 菌 生长 产生 抑制 作用 的 毒 

suu ”性 ,然而 采用 补 料 操作 , 使 葵 乙 酸 维持 在 

U 区 形式。 低 浓度 , 既 可 满足 青霉素 合成 的 需要 ,又 
s 可 大 大 地 减轻 共 乙 酸 的 抑制 作用 。 

ee 补 料 分 批 培 养 技术 在 生产 头孢 菌 素 c 

e 时 流 加 葡萄 糖 2E CBS EK, PT E ds 
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关 抱 菌 素 的 产量 。 此 外 ,在 培养 大 肠 杆 菌 或 生产 胞 内 产 咏 的 基因 重 
组 微生物 等 方面 的 应 用 也 取得 较 好 的 效果 。 

11.4.2 透析 培养 

各 种 代谢 产物 随 着 培养 过 程 中 细胞 的 生长 ,往往 会 积累 起 来 ,这 
些 代 谢 产 物 中 有 的 可 能 有 诱导 作用 ,有 的 具有 搞 制 作用 或 毒性 而 使 
细胞 的 生产 和 特定 产物 的 生产 受到 抑制 。 试 图 利用 透析 膜 让 一 些 有 
害 产 物 通过 透析 排 走 , 于 是 各 种 设计 的 透析 培养 装置 和 技术 被 开拓 
出 来 ,通称 透析 培养 或 过 滤 培 养 。 在 透析 培养 技术 中 ,一 般 形 式 可 参 
见 图 11-14。 其 主要 作用 是 将 细胞 阻 留 在 反应 器 中 。 更 复杂 的 透析 
培养 设计 可 殉 专 著 。 

当 生 化 反应 器 中 补 料 流量 F=0 ,透析 器 的 加 料 速率 F, = 0 时 为 
分 批 培 养 -分 批 透析 ;F>0,Fb>0 为 连续 培养 -连续 透析 ;F>>0 而 Fn 
=0 为 连续 培养 -分 批 透析 ;F=0,Fb>0 为 分 批 培养 -连续 透析 。 

产物 通过 透析 膜 的 透析 速率 r 与 膜 的 产物 透析 系数 P，: 膜 面积 
A 以 及 膜 两 侧 的 浓度 差 AP 有 关 , 即 

r= P, AAP (11.4-12) 
透析 装置 中 限制 性 基质 与 产物 的 物料 衡 算 为 


dC 
Vp i FpCepe — FpCsp + Pins/ A(Cs— Csp) (11.4-13) 


Vp SEP = FoPpe — FoPp+ PpA(P— Pp) (11.4-14) 
式 中 ”VD 一 一 代表 透析 装置 中 液体 体积 ; 
Fp 一 一 代表 透析 装置 的 加 料 速 率 ，; 
Cso 一 一 代表 透析 装置 中 的 限制 性 基质 浓度 ; 
Cs 一 一 代表 反应 器 中 的 配制 性 基质 浓度 ; 
Pn 一 一 代表 透析 装置 中 产物 浓度 ; 
P 一 一 代表 反应 器 中 产物 浓度 ; 
CspF 一 一 代表 透析 器 加 料 中 限制 性 基质 浓度 ; 
Pbr 一 一 代表 透析 器 加 料 中 产物 浓度 ; 
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DPn 一 一 代表 限制 性 基质 的 透析 系数 ; 


P -一 代表 产物 的 透析 系数 。 
s 

k: v s =F(Csr - Dy CG 0 (11.4-15) 

细胞 :V (E — Fxp + kxV (11.4-16) 

产物 :V 中 =F(Pe 一 P) -PopA(P- Pb) +a xV (11.4-17) 

式 中 xFp、Csp、\Pe 一 一 分 别 代 表 反 应 器 加 料 中 细胞 ,限制 性 基质 和 和 产 


物 浓度 ; 


对 于 连续 培养 -连续 透析 过 程 ,在 生化 反应 器 与 透析 器 中 均 可 达 
刘 稳 定 状 态 ,以 上 各 公式 等 号 左边 的 对 时 间 导 数 项 为 零 , 由 此 得 到 细 
胞 浓度 x、 细 胞 生产 率 Dx. iha pe 3r3 (Dx) / (Dx) 5 f FE së 
D 的 关系 ,让 以 发 现在 低 稀 释 率 情况 下 ,透析 培养 能 获得 比 非 透析 培 
养 高 得 多 的 细胞 浓度 ,透析 培养 的 细胞 生产 率 Dx 也 高 于 非 透析 的 
连续 培养 ,但 基质 转化 为 细胞 生长 的 效率 却 下 距 了 。 

透析 培养 对 消除 产物 的 抑制 作用 是 相当 有 效 的 ,例如 在 乙醇 或 
乳酸 的 发 酵 生产 中 采用 透 本 培养 方法 , 可 获得 很 好 的 效果 ， 
Taniguchi 等 设计 的 透析 培养 装置 和 操作 技术 ,对 培养 乳脂 链球 菌 生 
产 乳 酸 过 程 中 ,消除 乳酸 的 抑制 该 菌 作用 取得 良好 效益 。 菌 体 浓 度 
可 达 81.5kg{ 干 重 )/nm ,细胞 生产 率 为 分 批 培养 的 19 倍 , 乳 酸 生产 
率 比 分 批 培养 大 9 信 [M. Taniguchi etc. ,了 , Ferm. Tech. ,65,179 — 
184(1987)]。 

此 外 ,到 .RR.Tolbert 等 曾 用 灌流 培养 法 培养 过 Walker 256 鼠 肿 
ja B [ W. R. Tolbert etc. ,In Vitro, 17, 885 ~ 890 (1981)];M. 
Minier 等 和 M. Taya % #* 3JJ Š F T 3 Wg Ft 3 [ M. Minier etc. , 
Biotech. Bioeng. ,24,1565 一 1579,(1982 )] 和 [M. Taya etc. ,J, Ferm. 
Tech. ,63,181—187(1985));G. R. Cysewski 等 利用 了 闪 燕 培养 {G. 
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R. Cysewski etc. , Biotech. Bioeng. , 19 , 1125 ~ 1143(1977)]; S. K. 
Tangnu 等 利用 离子 交换 透析 培养 法 生产 水 杨 酸 [S. K. Tangnu etc. , 
Proc. Biochem. ,16(5) ,24 一 27(1981)] ,都 是 为 了 提高 细 稻 生产 率 或 
产物 的 产量 。 


11.5 细胞 培养 中 氧气 的 供应 


11.5.1 细胞 的 呼吸 

除了 专 性 厌 氧 微生物 视 氧 分 子 为 有 害 物质 只 能 从 含 氧 化合物 中 
得 到 氧 组 分 外 ,许多 细胞 必须 摄取 分 子 状态 氧 才能 生长 ,这 些 细胞 依 
靠 体 内 的 糖 、 脂 肪 等 有 机 化 合 物 的 生物 氧化 获得 生命 活动 所 需 的 能 
量 , 氧 是 生物 氧化 中 电子 传递 过 程 末端 的 电子 受 体 ,通过 生物 氧化 可 
产生 大 量 能 量 , 部 分 能 量 以 生成 ATP( 高 能 磷酸 键 ) 等 形式 贮存 议 供 
生物 代谢 之 用 ,例如 1 分 子 葡萄 糖 经 氧化 磷酸 化 途径 完全 和 氧化 后 共 
生成 38 分 子 ATP; 部 分 能 量 以 热 的 形式 释放 或 维持 体温 或 耗 散 掉 。 

生物 氧化 也 称 作 细 胞 呼吸 ,细胞 利用 氧 的 速率 常用 比 耗 气 速 率 
(或 称呼 吸 强 度 )Qo 来 表示 ,其 单位 为 mol O, /kg x s, 即 单位 质量 的 
细胞 (十 重 ) 在 单位 时 间 内 所 消耗 氧 的 量 ( 一 般 以 摩尔 计算 ); 也 有 用 
单位 体积 培养 液 在 单位 时 间 内 消耗 气 的 速率 r(mol O,/m xs) 表示 ， 
并 将 此 称 为 摄 氧 率 。 它 们 有 以 下 关系 : 

r= Qo,x 《11.5-1) 
式 中 x 一 一 代表 培养 液 中 细胞 的 浓度 ( 干 重 )。 
影响 细胞 耗 氧 速率 的 因素 很 多 ,有 营养 物质 的 种 类 和 浓度 ,培养 混 
度 、pH\ 代 谢 物 的 浓度 等 。 这 些 因 素 都 涉及 培养 液 中 的 溶解 氧 浓度 。 
一 般 在 25 记 和 1.01x10 Pa 时 ,空气 中 的 氧 在 纯 水 中 的 平衡 浓度 仅 
约 7.7g/m( 见 表 11-7), 在 培养 液 中 由 于 基质 的 作用 , 氧 分 子 的 平衡 
浓度 通常 会 变 得 较 低 , 远 小 于 7.7g/ 以 下 (不 过 在 一 些 物料 中 氧 
的 平衡 浓度 却 大 得 多 ,例如 在 16Y 乙醇 中 为 1.91mol/m , 15C 在 甲 
乙 酮 中 为 2.32mol/n ,16T 在 豆油 中 为 1.04moi/nv 和 在 正己 烷 中 
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为 2.81mol/mw )。 如 果 细 胞 呼吸 较 旺 , 且 浓 度 较 高 时 ,培养 液 中 溶解 
氧 会 在 极 短 时 间 内 耗 尽 ,所 以 为 保证 细胞 培养 和 代谢 反应 正常 进行 ， 
必须 在 生化 反应 器 中 不 断 通 人 无 功 空 气 进行 供 氧 , 因 此 供 氧 能 力也 
是 一 个 重要 因素 。 

A. W. Hixson( Ind. Eng. Chem. ,42,1792 一 1801(1950) 等 发 现 ， 
细胞 的 呼吸 强度 与 培养 液 中 的 洲 解 氧 浓 度 有 关 , 当 培 养 液 中 洲 解 氧 
浓度 低 于 某 临 界 浓度 时 ,酵母 细胞 呼吸 强度 会 随 着 溶解 氧 浓 度 减 少 
而 下 降 。 只 要 溶解 氧 浓度 高 于 临界 值 C.., 细 胞 的 呼吸 就 不 会 受到 黎 
制 。 表 11-8 列 出 了 某 些 细胞 的 氧 浓度 临界 值 Ca, 它们 一 般 在 0.003 
—0.05mol/mš° 间 , 大概 是 空气 中 氧 在 培养 液 中 平衡 浓度 的 1% 一 
20%. 


表 11-7 š#ujkrhR RJ 338 7 Be " 


心 


有 Q — G Q + Q O 一 


x 处 于 1.01X105Pa, 含 气 20.9% 与 水 效 气 饱和 的 大 气 情 况 下 的 数据 
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表 11-8 一 些 细胞 的 毛 临 界 浓度 Ce 


维 涅 兰 德 固 毛 菌 
大 肠 杆菌 | 


粘 质 沙 雷 氏 菌 
1 8 B S Ja s 


(— Vk UK FR25S X:F3H Ra 26 381 PE 5 HJ 3 Bp 

一 般 情况 , 388 Xy 840383 hiq Fi pipak k iL Sr 2: 2 ,因而 在 
含 葡 萄 糖 的 培养 基 中 ,细胞 易 进 行 生物 氧化 而 耗 氢 速率 较 太 。 例 如 
青 索 菌 分 别 在 含 葡萄 糖 . 茧 糖 和 乳糖 的 培养 基 中 摄 氧 率 为 13.4、6.7 
和 4.9mol/m°, Moo-Young 发 现 以 糖 类 作 碳 源 时 ,每 消耗 1 分 子 碳 
约 需 0.4 分子 氧 ,而 以 烃 为 碳 源 时 则 需要 1 分 子 氧 。 以 上 说 明 碳 源 
种 类 对 细胞 需 氧 量 和 耗 氧 影响 很 大 。 

(二 ) 基 质 浓度 对 细胞 耗 氧 速率 的 影响 

培养 基 中 基质 浓度 对 细胞 的 耗 氧 速率 有 很 大 的 影响 。 例 如 ,在 
链 霉 素 发 酵 中 的 原 培 养 基 营养 物质 浓度 的 情况 下 ,70h 的 摄 氧 率 为 
34mol Opna xh, 补 料 后 第 78h 时 摄 氧 率 升 至 40.9mol O; /m° x h, 
随 着 营养 物质 的 消耗 ,在 94h 时 又 降 到 20mol O, /m° x h, 

(三 ) 培 养 时 间 对 细胞 耗 氧 速率 的 影响 

通过 研究 发 现 , 在 分 抵 培 养 中 , 疣 孢 梁 斑 钴 (Myrothecium verru- 
carjia) 处 于 指数 生长 期 的 前 期 时 ,细胞 呼吸 强度 达到 最 大 ,随后 逐渐 
于 降 , 而 因 细 胞 水 度 仍 在 不 断 增 大 , 培养 液 的 摄 氧 率 仍 在 增 大 ,在 指 
数 生长 期 的 后 期 达到 最 大 。 

生产 细胞 代谢 产物 的 最 佳 需 氧 量 不 一 定 是 细胞 生长 的 最 佳 需 氧 
量 。 在 利用 黑 曲 姓 由 单 宁 生产 没食子 酸 时 ,过 量 通 氧 有 利于 菌 体 生 
长 ,但 不 利于 没食子 酸 的 生产 。 在 利用 黄色 短 杆 菌 生产 各 种 氨基 酸 
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时 ,提高 溶解 氧 的 浓度 ,有 利于 谷 氨 酸 、 月 氮 酸 \ 精 氨 酸 、 谷 胱 甘 肽 \ 天 
冬 氨 酸 , 赖 氨 酸 、 苏 氮 酸 和 异 亮 氨 酸 ,但 不 利于 亮 氮 酸 \ 屿 氨 酸 和 茶 丙 
氨 酸 的 生产 (它们 生产 的 最 佳 溶解 氧 浓度 分 别 为 临界 氧 浓度 的 
85% 、60% 和 55%)。 因 为 芋 丙 毛 酸 、 绍 揽 酸 和 亮 氨 酸 是 由 酵 解 途径 
合成 的 ,增加 溶解 氧 浓度 有 利于 通过 三 羧 酸 循 环 生成 谷 氨 酸 和 天 冬 
气 酸 类 气 基 酸 的 生产 , 却 降 低 了 经 酵 解 途 径 合 成 氨基 可 类 的 生产 。 
又 如 头 驳 霉 素 和 和 卷 须 堆 素 产生 菌 的 临界 氧 浓度 分 别 是 溶解 氧 浓度 的 
约 7% 和 23% 而 不 影响 两 种 抗生素 生产 的 最 低 气 浓度 分 别 是 溶解 氧 
浓度 的 10% 和 8%。 由 此 可 知 ,在 头孢 侈 康生 产 中 应 让 溶解 氧 浓度 
高 于 临界 氧 浓度 , 而 卷 须 霉 素 的 生产 时 溶解 氧 浓 度 的 供应 可 低 于 临 
界 氧 浓度 [C.J. Feren etc. ,Biotech. Bioeng. ,11,S83 一 592(1969) ]。 
11.5.2 氧 分 子 的 供给 

` 需 氧 细胞 培养 过 程 大 多 数 者 是 在 培养 液 中 通 人 无 菌 空气 进行 供 
氧 , 而 细胞 在 培养 液 中 利用 的 是 溶解 的 氧 。 于 是 氧 从 空气 泡 和 输送 到 
细 陷 内 要 经 历 一 系列 传递 过 程 , 则 需 克 服 一 系列 传递 眼力 。 其 内 容 
有 : 

(1) 氧 从 气泡 中 气相 主体 扩散 到 气 - 液 界面 ,党 要 克服 阻力 R. ; 

(2) 氧 穿 过 气 - 液 界面 需要 克服 阻力 R; 

(3) 氧 透 过 气 - 液 界 面 液 膜 侧 滞 流 区 到 达 液 相 主体 也 要 克服 阻力 
Rs; 

(4)WkAH-EIKrF p) #H Ha 2864 Bk Fo Kal 3 sa RIR J Ra; 

(5) 氧 透 过 细胞 (或 细胞 团 ) 外 的 液 膜 灌流 区 ,到 达 细 胞 (或 细胞 
团 ) 与 液体 间 界 面 所 克服 的 阻力 Rs; 

(6) 氧 向 细胞 团 内 细胞 间 介 质 中 扩散 需 克 服 的 阻力 Re; 

《7) 穿 过 液体 与 细胞 {( 团 ) 之 间 界 面 所 克服 的 阻力 Ry， 

《8) 进 入 细胞 内 需 克 服 的 阻力 Rg。 

当 气 滚 界面 不 存在 表面 活性 物质 时 , 气 - 液 界面 阻力 R. 可 忽略 
不 计 。 在 细胞 以 单个 游离 状态 悬浮 于 培养 液 中 的 情况 时 , 上述 第 六 
项 就 不 存在 。 如 果 细 胞 被 吸附 在 气泡 表面 时 , 氧 分 子 穿 过 气 - 液 界 面 
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后 ,就 有 可 能 直接 透 过 液体 与 细胞 间 界 面 并 进入 细胞 , 氧 传 递 的 阻力 
少 得 多 了 。 

氧 分 子 的 传递 过 程 总 驱动 力 是 其 气相 中 分 压 与 细胞 内 氧 浓度 所 
呈现 的 平衡 分 压 之 差 。 总 驱动 力 为 氧 进行 传递 而 消耗 于 以 上 各 捉 联 
的 传递 阻力 。 当 氧 的 传递 达 稳 态 时 ,单位 载 面 积 上 氧 的 传递 率 ro, 在 
串联 的 各 步 中 相等 , 即 

ro, = 传递 系数 x 驱动 力 = 并 Ap = K;A p; = ` "ki p; 
f (11.5-2) 
式 中 Ap 一 一 代表 氧 传递 各 步 的 驱动 力 ; 
Ki 一 一 代表 氧 传递 各 步 的 传递 系数 , 它 相当 于 各 步 盟 力 的 
Lo koa sbs. š 
倒数 (地 RR ja 

根据 享 利 定律 ,在 一 定 温度 的 平衡 状态 下 ,气体 在 液体 里 的 溶解 

度 各 该 气体 的 平衡 分 压 成 正比 。 于 是 

pa = kycCo, (11.5-3) 
式 中 ”kac 一 一 代表 溶液 中 以 mol/m 表示 浓度 的 亨利 常数 ,其 数值 

由 温度 .压力 与 溶质 和 游 剂 性 质 所 决定 ; 
P. 一 一 代表 平衡 状态 下 空气 中 氧气 的 分 压 。 

由 此 可 知 ,增加 氧气 分 压 可 增加 和 氧气 在 培养 液 中 的 浓度 ,提高 氧 分 子 
传递 的 驱动 力 。 从 表 11-7 数据 表明 ,温度 增加 直接 影响 到 享 利 常数 
kpc 值 ,从 而 使 氧 溶解 度 减少 。 

在 电解 质 溶 液 中 ,由 于 盐 析 作用 , 氧 的 溶解 度 会 降低 ,电解 质 溶 
液 中 氧 的 溶解 度 与 电解 质 浓度 的 关系 可 由 Sechenov 公式 表示 : 


log C = KC (11.5-4) 
式 中 C,.C 二 一 分 别 代表 在 同 温 同 压 下 氧 于 水 中 和 电解 质 溶液 中 


的 溶解 度 ; 
Ca 一 一 代表 电解 质 浓度 (kmolynm ); 
` 627 - 


er “ra ..- u... a i - .-.- 


K 一 一 代表 Sechenov 常数 (oi/kmol), 它 随 气体 种 类 、 电 
解 质 种 类 和 温度 而 变化 , 它 是 log CN C, 作 图 所 


得 的 直线 兰 率 。 
几 种 电解 质 混合 液 中 和 氧 的 溶解 度 与 各 种 离子 的 离子 强度 之 和 有 关 : 
I= (11.5-6) 


式 中 “I 一 一 代表 第 i 种 离子 的 离子 强度 ; 
h 一 一 代表 第 i 种 离子 的 常数 (nr /mol); 
2 一 一 代表 第 i 种 离子 的 价 数 ; 
Ca 一 一 代表 第 ; 种 离子 的 浓度 (kmol/m’)。 
以 上 公式 也 适用 于 二 氧化 碳 洲 解 度 。 
在 许多 非 电解 质 溶液 中 氧 的 溶解 度 也 可 有 类 似 (11.5-4) 式 所 表 
达 的 规律 


< 


| log = = KG. (115.7) 


XW T3EHB AE SIR S 3k , Z T 18936 up R.28 JII : 
Cw 
jog a> = > KC, (11.5-8) 
og C 2 G: 


式 中 “Ce .Ca 一 一 分 别 代表 氧 在 非 电解 质 溶液 中 的 溶解 度 和 非 电 
解 质 溶液 的 浓度 (kg/m); 
K 上 一 一 分 别 代 表 某 种 和 第 i 种 非 电 解 质 的 常数 (mi /kg); 
Co 一 一 代表 第 i 种 非 电解 质 浓 度 (kg/m’)。 
表 11-9\ 表 11-10 和 表 11-11 分 别 列 出 了 一 些 阳 离子 .阴离子 的 
h; 值 以 及 非 电解 质 常 数 (mi/kg)K; 值 。 对 于 浓度 高 于 200kg/m 的 
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芒 糖 洲 液 ,还 可 用 下 式 代替 (11.5-7) 式 计算 氧 的 溶解 度 : 
Ce =G, (U1— mG) (11.5-9) 
8 WE ## W& FEF fE 200 — 600kg/m2, #à BE 2g 25C BF, m = 9.04 
x 10 3 /kg;88 BF 29 30'C Bf m = 1.56 x 10 n /kg, XT — (t 
碳 的 次 解 度 计算 ,25TC 时 m=6.87Xx10 n /kgo 
表 !4-9 一 些 阳离子 的 hi f (m? /kmol) " 


| h;:(O;) h(CO: ) 
os. >C 
H* — 0.771 — 0.776 _ 0.803 0.319 
Nat - 0.570 — 0.568 - 0.577 - 0.130 
K* — 0.593 - 0.578 - 0.578 0.196 
NH; — 0.704 — 0.681 _- 0.252 
N(CGH;)Z - 0.709 
Mg? t 0.308 — 0.297 — 0.321 — 0.078 
Dar: - 0.293 — 0.309 - 0.316 — 0.073 
Mn 一 0.324 一 0.325 - 0.084 
Fe2 - 0.078 
Co2+ — 0.317 
NË — 0.302 — 0.318 
Cut — 0.312 | 0.325 - 0.090 
Za t — 0.295 -0.310 
AJ —0.210 0.221 —- 0.059 
Fe** _ 0.244 


# A. Schumpe ctc. ,Biotcch. Bioeng. ,20, 145 ~ 150 (1978);G. Quickeer etc. , Biotech. Bio- 
eng. ,23,635—650(1981)1A., Schumpe etc. , Adv. Biochem. Eng,24,1— 3801982) 
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胡 11-10 一些 阴离子 的 肌 值 [mAkmol) “ 


+ 文献 同 表 11-9 


表 11-11 氧 和 二 氧化 磋 在 有 机 物料 溶 波 中 的 K. 值 {19 4m /kg) ° 


浓度 范围 ke/mš 
25 


艾 萄 糖 
37 
15 6.63 
乳糖 (工业 ) 25 
25 3.48 
蘑 糖 25 2.94 
37 
糖蜜 ( 灭 菌 后 ) 25 
糊 精 37 


淀粉 37 


`+ 630 ° 


续 表 


物料 名 称 。 | 浓度 范围 ke/më K(C0,) 


糖 诛 0~250 
葡萄糖 胺 0—300 
1- 磷酸 葡 葡 糖 0 一 200 
ATP 0 一 200 
ADP 0~200 
WJ Su PE Bv 0—500 
柠 柑 酸 0 一 200 2.68 
尿素 0 一 300 
甘油 0~300 
FE (F) 0—80 
0—200 
日 蛋白 ( 鸡 ) 0~200 
生 球 蛋 白 : 0~100 
B 球 蛋白 | 0— 150 
y- PRE Ë | — 0—200 
血红 蛋 卢 0 一 250 
#e IR 24 58 0—200 
B 丙 氮 酸 0 一 300 
甘氨酸 0 一 200 
融 氨 酸 0 一 300 
EI 3X 88 0—200 
胰岛 素 0 一 200 
BE HEROES) 0—60 
肉 青 ( 灭 菌 后 ) 0~60 
醉 母 膏 ( 灭 菌 后 ) 0—60 
棉 子 粉 ( 灭 菌 后 ) 0—80 


+ A. Schumpe etc. , Biotech, Bioeng. ,20,145—150(1978) 
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由 于 培养 基 是 含 多 种 有 机 物料 及 无 机 盐 , 其 溶解 氧 饱和 浓度 可 
用 下 式 计算 : 


og = = 2 hl + 2 KC {11.5-10) 


Quicker 等 应 用 上 式 计算 ,在 25 亿 时 售 糖 和 无 机 盐 的 混合 溶液 中 , 溶 
解 氧 浓 度 与 实验 值 对 比 ,误差 小 于 0.05% 。 一些 培养 基 在 121C < 
PS 20min 后 ,冷却 到 25C ,取样 测定 氧 的 溶解 度 , 除 了 个 别 之 外 ,一 
般 误 差 小 于 2%。 在 培养 过 程 中 根据 碳 源 的 消耗 和 调节 pH 所 加 的 
酸 碱 量 ,可 求 出 培养 液 中 氧 溶解 度 的 变化 。 

11.5.3 影响 氧 分 子供 给 的 因素 

除了 上 述 氧 的 各 串联 传递 每 项 存在 的 阻力 ,影响 氧 分 子 对 细胞 
的 供应 外 ,一 般 情况 ,培养 液 中 游 质 浓度 越 高 , 氧 的 洲 解 度 越 低 , 氧 传 
递 的 驱动 力 就 越 小 , 氧 的 供应 也 即 随 之 减少 。 由 于 细胞 对 培养 基 的 
营养 物质 有 一 定 浓度 要 求 ,所 以 不 可 能 无 限 止 降低 培养 其 中 物料 浓 
度 来 提高 氧 的 溶解 浓度 。 根 据 享 利 定律 ,提高 气相 中 氧 分 压 便 可 提 
高 培养 液 中 溶解 氧 浓度 ,从 而 提高 氧 传 递 的 驱动 力 。 提 高 气相 和 氧 分 
压 的 最 通常 的 方法 是 提高 反应 器 中 气相 总 压力 ,不 过 二 氧化 碳 的 分 
压 也 会 增高 得 更 多, 从 而 对 一 些 细胞 培养 过 程 可 能 产生 不 良 影响 。 

增加 空气 中 所 的 相对 含量 ,以 富 筑 空气 通 人 反应 器 。 这 是 一 种 
较 好 的 提高 氧 分 压 和 溶解 氧 的 方法 。 制 备 富 氧 空气 的 主要 方法 有 : 
(1) 深 冷 分 离 所 得 氧 的 纯度 可 达 99.6% 一 99.8%;(2) 压 缩 空气 通过 
吸附 剂 柱 ,吸附 分 离 所 和 和 二氧化碳 , 制 取 约 90% — 95% 纯度 氧气 ， 
(3) 利 用 高 分 子 膜 对 氧 进行 膜 分 离 ,可 得 含 氧 量 30% 左右 富 氧 空气 。 
富 氧 空气 通信 反应 器 ,可 提高 氧 传递 驱动 力 和 速率 ,使 培养 液 中 细胞 
浓度 达到 很 高 的 程度 。 值 得 注意 ,过 高 的 富 氧 通 人 可 能 会 对 某 些 细 
胞 生长 产生 不 良 影响 。 此 外 ,细胞 代谢 产生 的 二 氧化 碳 积 累 ,造成 它 
的 分 压 升 高 , 则 细胞 生长 速率 会 下 降 , 所 以 还 需 采 取 适 当 排 走 二 氧化 
碳 之 方法 。 | | f 

其 次 , 气 液 界面 的 比 玫 面积 会 影响 氧 分 子 的 传递 速率 , 即 单位 体 
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积 培养 液 中 气泡 的 总 面积 与 气泡 平均 直径 成 反比 ,而 与 气体 截留 率 
成 正比 。 因 此 增加 气 - 液 接触 的 总 面积 , 即 通 人 的 气泡 分 散 得 更 细 
(平均 直径 更 小 ) ,对 氧气 传送 的 截面 积 增 得 越 大 , 则 流体 对 氧 的 截留 
率 越 高 。 提 高 氧气 的 传送 速率 对 耗 氧 细胞 的 培养 是 有 利 的 。 不 过 消 
耗 通气 的 功率 会 增多 。 

氧 在 气泡 周围 液 膜 中 的 传递 是 动态 过 程 ,按照 Fick 第 二 定律 ， 
液 膜 中 溶 氧 浓度 随时 间 的 变化 率 与 氧 的 扩散 系数 和 和 氧 浓 度 梯 度 随 距 
离 的 变化 率 成 正比 ,而 液 膜 中 氧 的 传递 系数 又 与 液 相 中 扩散 系数 的 
平方 根 成 正比 ,于 是 温度 和 液体 粘度 都 会 影响 气体 在 液体 中 的 扩散 
系数 ,从 而 影响 殿 氧 的 传递 速率 。 

实验 发 现 操作 条 件 ( 如 搅拌 转速 ,搅拌 功率 通气 速度 等 ) 对 液 膜 
中 氧 传递 系数 与 气 - 液 比 表 面积 (m2/m?) 的 乘积 有 很 大 影响 。 增 加 
单位 液体 体积 的 搅拌 功率 对 氧 的 传递 比 增 大 通气 量 有 效 。 机 械 搅拌 
可 将 通 人 液体 的 空气 分 散 成 细小 气泡 以 增 大 气 -流出 表 面积 ,并 阻止 
气泡 凝 合 ;能 造成 液体 汕 流 ,有 利于 减 小 洪流 液 膜 厚度 ,减少 传递 阻 
力 ; 也 能 造成 液体 涡流 ,延长 气泡 在 液体 中 的 停留 时 间 ; 搅 拌 也 使 培 
养 液 中 细胞 和 营养 物质 包括 溶解 氧 得 到 均 名 分散, 避免 或 戚 少 缺 氧 
区 的 形成 。 但 过 分 剧烈 的 机 械 搅拌 会 产生 强劲 的 前 切 作 用 ,可 能 损 
伤 细胞 ,还 产生 大 量 搅拌 热 不 利于 氧 的 溶解 和 反应 器 的 人 恒温 控制 。 
此 外 ,通气 量 增 得 太 大 会 引起 搅拌 在 大 量 空气 泡 中 空转 。 

不 少 研 究 发 现 ,上 述 的 一 些 影响 因素 也 影响 着 细胞 外 液 膜 中 氧 
传递 ,同样 , 氧 的 传递 也 与 上 述 操作 条 件 有 关 , 还 与 液体 性 质 (如 粘 
度 、 表 面 张力 等 ) 有 关 , 若 细胞 聚集 成 团 很 容易 造成 细胞 团 中 央 处 于 
缺 氧 状态 ,细胞 耗 氧 速率 越 大 ,传递 速率 越 小 ,细胞 团 内 部 缺 氧 就 越 
严重 。 如 细胞 不 聚集 成 团 而 悬浮 在 培养 液 中 ,在 细胞 浓度 较 大 时 , 气 
泡 的 液 膜 阻力 相对 地 变 大 而 成 为 供 氧 的 控制 步骤 。 
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11.6 灭 菌 技术 


利用 醇 苦 生产 需要 的 产品 ,必须 采用 特定 的 纯 菌 种 进行 培养 ( 称 
纯 培 养 ) ,但 是 环境 中 存在 着 非常 多 的 各 种 杂 菌 ,很 易 混 人 人 发酵 设备 
或 培养 基 内 ,可 能 会 与 生产 菌 争 营 养 , 使 产品 产量 锐 减 ,夹杂 杂 菌 的 
代谢 产物 ,有 的 产生 异味 ,有 的 会 使 产品 使 用 出 现 过 敏 等 现象 ,而 后 
处 理 提纯 又 很 困难 ,引起 报废 。 所 以 对 微生物 的 培养 (除了 污水 处 理 
在 事后 灭 菌 外 ) , 均 需 预先 对 设备 .管道 、 使 用 的 工具 配制 的 培养 基 
和 通信 空气 等 进行 严格 的 灭 菌 ,要 绝对 杜 纵 杂 菌 通过 种 种 渠道 进入 
系统 。 生 产 过 程 至 结束 后 产品 .废水 ,废气 也 需 除 菌 或 灭 菌 以 免 污 染 
环境 。 

灭 菌 (或 除 菌 ) 的 方法 很 多 ,如 加 热 法 ,化 学 法 、 紫 外 线 辐射 法 、 过 
滤 法 等 , 需 针对 性 选用 其 中 合适 的 方法 ,一 般 常用 的 是 加 热 法 和 过 滤 
法 

11.6.1 微生物 加 热 致死 动力 学 

不 同 微生物 加 热 致死 的 难 易 和 快慢 经 常 都 是 不 一 样 的 。 微 生物 
受热 致死 的 主要 原因 是 高 温 使 微生物 体内 的 一 些 对 生命 至 关 重 要 的 
蛋白 质 ( 如 酶 等 ) 发 生 凝 聚 、 变 构 变 性 ,或 核酸 类 生命 物质 遭 到 破坏 ， 
从 而 导致 微生物 无 法 生存 而 死亡 。 最 常见 的 有 对 数 死 亡 律 和 非 对 数 
死亡 律 。 

对 数 死 亡 律 是 微生物 的 死亡 速率 遵循 一 级 衰 威 率 所 呈现 的 规 
律 , 即 微生物 数量 越 多 ,其 死亡 速率 越 快 : 

-时 =&N (11.6-1) 
式 中 一 一 代表 活 菌 体 浓 度 , 以 个 数 /ml 或 g/ml 表示 ; 
一 一 代 宕 比 死亡 速率 常数 (min 1); | 
t 一 一 代表 时 间 {(min)。 | 

由 边界 条 件 ,起 始 t=b 时 ,N=N ,而 t 时 为 N, 积 分 (11.6-1) 式 ,可 
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N . 
a= kat 或 t=2. 303 log N ` (11.6-2) 


N= Nexp( — kut) (11.6-3) 


In 寺 对 + 作 图 晨 直线 ,直线 斜率 数值 上 等 于 比 死亡 速率 常数 pas E 


的 绝对 值 反 映 了 微生物 耐 热 性 强 弱 ,&, 值 越 小 ,微生物 越 不 易 加 热 
致死 。 这 描述 了 作为 普通 营养 细胞 之 典型 代表 大 肠 杆 菌 等 在 加 热 下 
的 行为 。 

例如 115.S 时 芽孢 £a = 1.0min 71, 营养 细胞 = 1I00min 1, 
可 以 认为 芽孢 是 较 不 易 加 热 致死 的 ,而 营养 细胞 易 加 热 致死 。 嗜 热 
旨 肪 芽 疱 杆菌 在 121 BJ k, 值 为 0.77min ,所 以 较 难 加 热 致死 。 

非 对 数 热 死亡 律 是 细胞 芽孢 受热 死亡 的 动力 学 行为 。Prokop 
和 Humphrey 提出 的 模型 认为 ,芽孢 的 受热 死亡 不 是 突然 的 ,而 是 产 
变 的 ,芽孢 从 耐 热 的 芽孢 (R 型 ) 要 经 历 一 个 对 热 敏感 的 中 间 态 芽 记 
(S 型 ), 方 转变 为 死亡 (D 型 )。 此 过 程 的 动力 学 方程 为 


ËR Ë. 
Na ——Ns — Nb 


dN 


+ = kRNR (11.6-4) 


s= = krNr — Ps Ns (11.6-5) 
rE Nk.Ns.Nr —— 34838 R 3 S 型 DD BJ 34860 BE ( #F40 
数 /ml 或 g 芽 胞 /ml); 
RR ss 一 一 分 别 代 表 习 型 .5 型 的 比 失 活 速 率 常 数 
(min 1); 
人 一 一 代表 经 历 的 时 间 (min)j。 
该 联 立 微分 方程 组 解 为 
人 [ep(esD £ Rexp( 一 kpt) | (11.6-6) 
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式 中 NN 一 一 代表 在 t+ 时间 具 有 活力 的 芽 抱 浓度 , 即 N= Ne + Ns; 
N, 一 一 代表 最 初 的 活 芽孢 浓度 。 
如 果 以 适当 动力 学 常数 kg 和 ks 代 人 ,在 不 同 温度 下 ,人 对 + 作 


图 所 示 曲 线 于 图 11-15。 温 度 对 死亡 速率 的 影响 是 通过 死亡 速率 常 
£ k 与 温度 癌 关系 而 呈现 的 。 在 一 定 温度 变化 范围 内 ,也 可 利用 阿 
际 尼 乌 斯 公式 表达 , 即 


0 5 10 15 20 25 
加 热 时 间 (min) 


图 11-15 细菌 蓉 孢 的 典型 受热 死亡 曲线 


=Aexp( 一 AE/RT) 或 Ink=InA- 人 外 (11.6.7) 


RT 
式 中 A 一 一 代表 频率 常数 (min 1); 
AP 一 一 代表 死亡 活化 能 (J/mol); 
R 一 一 代表 气体 常数 (8.314J/mol Xx K); 
本 一 一 代表 绝对 温度 (K); 
AE 可 作为 微生物 加 热 死 亡 时 对 温度 的 敏感 性 度量 , 此 值 越 大 , 微 生 
物 死亡 速率 随 温度 的 变化 越 敏感 ,这 是 一 个 十 分 重要 的 灭 菌 参 数 。 
11.6.2 高 温 瞬 时 灭 菌 法 
在 一 般 情 况 下 ,微生物 在 受热 死亡 时 的 活化 能 是 比 营养 成 分 受 
热 破坏 的 活化 能 要 高 得 多 。 例 如 嗜 热 脂 肪 芽 陷 杆 菌 、 枯 草 芽 孢 杆 菌 
和 肉 毒 梭 菌 的 AE(J/mol) 分 别 为 2.83 x 105 .3.18 x 105 #l 3.43 x 
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10 ,而 营养 成 分 如 叶酸 、Bis、B、Bo 和 葡萄糖 的 AE《(J/mol) 依 次 为 
7.03x104.9.63X104.9.21x104.9.88x104 和 1.00x10”。 当 温度 
升 高 后 ,微生物 死亡 速率 的 增 快 要 比 营 养 成 分 的 破坏 速率 的 增加 大 
得 多 。 这 是 采用 高 温 瞬时 灭 历 法 的 理论 基础 。 

以 嗜 热 脂 肪 芽孢 杆菌 的 受热 死亡 与 维生素 Bl 受热 分 解 对 比 为 
例 , 当 温度 从 105C 升 高 至 130 BJ, #F#ü É £ 值 由 0.1min ! 增 至 
26.82min ! , 增 大 约 268 信 , 而 B 破坏 的 值 只 从 0.019 增 至 
0.117, 仅 是 原来 的 6.16 人 和信。 可 见 温度 升 高 对 营养 成 分 破坏 的 影响 
远 小 于 对 芽孢 的 致死 。 温 度 升 高 ,芽孢 的 值 增 得 很 大 ,于 是 加 热 
时 间 + 可 尽量 缩短 以 减少 营养 物质 的 总 破坏 量 。 由 此 表明 ,在 不 降 
低 规定 的 灭 菌 前 提 下 (N/N。, = 10-*) ,在 灭 菌 温度 150C , 灭 菌 时 间 
只 要 0.025min( 或 1.5s) ,此 时 Bi 的 破坏 便 可 减少 至 1.0%。 

培养 基 的 灭 菌 可 采用 间歇 灭 菌 和 连续 灭 菌 方法 : 

(]) 间 砍 操 作 是 将 培养 基 放 在 发 酵 饶 内 一 起 加 热 到 规定 的 灭 茵 
温度 ,适当 维持 一 段 时 间 灭 菌 温度 ,然后 冷却 , 它 由 上 述 三 个 不 同 阶 
段 组 成 , 均 有 灭 菌 作用 。 加 热 和 冷却 阶段 因 温 度 随时 间 变 化 ,所 以 比 
死亡 速率 常数 也 随 之 变化 。 但 受 多 种 因素 (如 培养 基 性 质 、 装 置 
形式 与 结构 等 等 ) 不 同 程度 地 极 复杂 的 影响 。 确 定 灭 菌 温 度 和 灭 菌 
时 间 是 灭 菌 操作 的 关键 ,升温 速度 与 冷却 速度 也 需 俭 当 。 原 则 上 , 系 
统 经 灭 菌 后 ,不 允许 有 一 个 杂 菌 残留 ,否则 会 导致 这 批发 醇 生产 的 失 
化 。 

(2) 连 续 灭 菌 操作 是 将 加 热 .保温 与 冷却 这 三 个 阶段 分 别 在 加 热 
设备 ,保温 设备 和 冷却 设备 中 连续 进行 ,物料 流 经 三 个 设备 形成 串联 
的 三 个 过 程 。 该 操作 需要 物料 流 经 三 个 设备 时 有 一 定 的 停留 时 间 ， 
以 保证 物料 能 在 适当 时 间 内 升 到 规定 温度 ,并 有 适当 的 保温 时 间 和 
冷却 速度 。 物 料 流动 中 流体 的 流速 中 心 处 最 大 , 近 壁 处 流速 递减 , 因 
此 ,各 层 流 体 在 保温 阶段 的 停留 时 间 也 就 各 不 相同 ,以 半径 方向 形成 
停留 时 间 的 分 布 。 若 以 平均 停留 时 间 ( 或 平均 流速 ) 来 作为 保温 时 
间 , 物 料 中 心 部 位 流速 大 于 平均 流速 , 它 在 保温 阶段 的 停留 时 间 短 于 
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平均 停留 时 间 , 这 样 就 达 不 到 规定 的 灭 菌 要 求 。 如 果 按 物料 中 心 最 
大 流速 考虑 ,有 可 能 因 停 留 时 间 过 长 而 部 分 培养 基 遭 受 破 坏 。 所 以 
物料 在 灭 萝 过 程 中 ,必须 有 适当 的 保温 时 间 , 这 在 实际 操作 中 较 难 洁 
握 。 连 续 灭 菌 可 通过 多 种 装置 和 操作 实现 ,基本 的 有 两 种 :一 种 是 热 
交换 器 式 的 间接 加 热 和 冷却 ; 另 一 kuku ii 
经 保温 后 急剧 地 冷却 。 

间歇 和 灭 菌 和 连续 灭 菌 各 有 优 缺 点 : 

连续 灭 菌 操 作 容 易 将 灭 菌 温度 提 到 较 高 ,可 实现 高 温 瞬 时 灭 菌 
法 ,并 减少 培养 基 中 营养 物质 的 破坏 而 损失 ,从 而 改善 产品 的 收 率 和 
质量 。 其 操作 条 件 可 恒定 ,易于 实现 自控 ,提高 热 利 用 率 。 

间歇 灭 菌 操 作 设 备 简单 ,操作 要 求 的 条 件 较 低 , 便 于 手动 和 小 批 
量 生 产 ,还 适用 于 分 质 中 含 大 量 固体 物质 的 场合 。 

加 热天 菌 在 微生物 聚集 一 起 时 固体 颗粒 状态 或 有 固体 颗粒 存在 
的 情况 下 ,微生物 在 颗粒 内 部 得 到 庇护 ,不 容易 受热 致死 ,因而 需要 
更 强烈 地 加 热 ,进行 高 温 高 压 灭 菌 。 

11.6.3 ”空气 灭 菌 与 过 滤 除 莫 法 

需 氧 微生物 在 发 酵 生产 过 程 中 ,需要 氧气 的 供应 ,这 和 氧气 通常 是 
由 通 入 的 空气 提供 。 但 空气 中 一 般 都 夹带 有 大 量 的 各 种 各 样 英 浮 的 
淋菌 ,这 些 杂 菌 一 旦 进 人 培养 系统 后 便 会 与 生产 菌 竞争 繁殖 ,并 产生 
各 种 于 扰 的 代谢 物 ,影响 产品 质量 而 破坏 生产 正常 进行 。 

空气 除 菌 的 要 求 ,应 根据 具体 情况 而 定 , 对 氨基 酸 和 抗生素 的 

发 酵 生 产 过 程 , 因 生产 菌 抗 杂 菌 能 力 弱 而 发 酵 周 期 长 , 除 蓝 的 要 求 高 
(于 分 之 一 次 中 有 一 次 可 能 残留 一 个 杂 菌 ), 万 一 杂 戎 混 信 ,生产 的 抗 
生 素 可 能 会 呈现 过 敏 现 象 , 重 则 致 人 人 休克。 酵母 的 培养 过 程 可 在 PH 
较 低 (pH=3 一 4) 的 情况 下 进行 , 且 繁 殖 快 和 能 抗 森 菌 侵袭 ,因而 除 
菌 要求 可 以 低 些 ( 百 分 之 一 次 中 有 一 -次 可 能 残留 一 个 杂 菌 )。 空 气 除 
芮 方法 被 广泛 应 用 的 有 {十 ) 热 杀菌 和 过 滤 除 菌 法 等 。 其 它 的 如 辐 昭 
法 ,化 学 法 .静电 除 菌 法 等 ,一 般 限 于 小 规模 或 实验 中 使 用 , 

(一 ) 热 杀菌 法 

. 638 ` 


` ` na um 7... * um... n... vv. (s: . -.. - 


空气 ( 干 ) 热 杀菌 法 是 藉 加 热 微 生物 使 其 体内 和 电 下 质 ( 酶 ) 变 性 而 
致死 ,一 般 不 用 通信 燕 汽 这 种 浪费 能 源 的 不 合理 方法 ,而 用 其 它 载 热 
体 吉 热 。 现 常用 空气 壬 缩 时 产生 的 高 温 来 杀菌 。 国 外 在 丙酮 一 丁 醇 
及 谷 氨 酸 等 生产 中 使 用 了 此 法 。 欲 杀 死 空气 中 杂 菌 ,200C 时 需 
15.1 #bk,250C S 5.1 秒 ,300 亿 时 和 需 2.1 秒 ,而 350 IV SZ 1.05 秒 。 
干 热 杀菌 法 通常 可 先 利 用 低温 热源 {或 庚 热 ) 预 热 空 气 至 60—70U ， 
然后 由 压缩 机 压缩 , 按 多 变 压 缩 公 式 计 算 , 即 

il 一 1 
T=T [Ë ) Í] (11.6-8) 
式 中 PP 一 一 分 别 代 表 气 体 初 压 和 终 压 ; 
尼 一 一代 表 压缩 比 ; 


Ti 、T 一 一 分 别 代 表 进 压缩 机 气体 始 温 人 K) 和 压缩 后 终 温 
(K); 


m 一 一 代表 多 变 指 数 。 

若 压 缩 比 P./P =6, 取 多 变 指 数 m=1.25, 则 压缩 机 出 气温 度 约 在 
200 以 上 ,并 让 空气 在 2007 以 上 温度 段 停留 是 够 时 间 以 便 杀 死 茶 
菌 。 维 持 温 度 的 装置 常用 保温 容器 或 多 程 列 管 换 热 器 ,以 代替 很 长 
的 保温 管道 ,实践 中 发 现 多 程 列 管 换 热 器 的 效果 最 好 。 

《二 ) 过 滤 除 菌 法 

空气 过 滤 除 菌 法 是 让 空气 通过 过 滤 介 质 ,空气 中 球 浮 的 微生物 
可 被 阻 载 于 外 ,从 而 获得 无 菌 空 气 。 空 气 过 滤 有 两 种 方式 :绝对 过 滤 
所 用 过 滤 介 质 的 滤 孔 小 于 细菌 颗粒 ,例如 超 滤 腊 这样 就 可 将 细菌 截 
留 ; 另 一 种 称 深 层 过 滤 , 它 藉 介质 滤 孔 在 滤 层 内 呈 曲 折 通 道 并 具有 吸 
附 细菌 颗粒 的 表面 作用 ,如 棉花 活性炭、 玻璃 纤维 .合成 结 维 及 各 种 
有 机 或 无 机 的 烧结 材料 ,从 而 把 细菌 截留 在 通道 中 。 超 细 纤 维 及 其 
制 成 的 介质 已 成 为 空气 过 滤 除 菌 广 泛 使 用 的 材料 。 值 得 注意 ,空气 
经 讨 缩 机 压缩 后 ,会 夹带 大 油 滴 和 水 雾 , 如 果 没 有 预先 除去 ,经 过 滤 
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介质 时 会 烙 附 于 通道 表面 ,增加 空气 通过 的 阻力 ,或 阻塞 通道 ,或 合 
过 滤 介 质 结 块 而 完全 丧失 其 除 菌 能 力 。 

深层 过 滤 是 基于 滤 层 纤维 网 络 的 层 层 阻截 ,迫使 气体 在 通过 过 
滤 介 质 的 流动 过 程 中 ,呈现 无 数 次 变速 、 变 方向 的 迁 绕 运动 ,导致 诸 
体 局 性 撞击 滤 层 纤维 而 被 截留 ,或 在 随 气流 球 动 中 或 者 在 布朗 扩散 
运动 中 与 滤 层 纤维 表面 接触 而 被 纤维 表面 作用 捕 集 ,还 有 菌 体 的 重 
力 沉 降 和 菌 体 与 纤维 间 摩 擦 所 产生 的 静电 引力 起 着 一 定 的 截留 作 
用 。 

(1) 惯 性 撞击 截留 作用 

滤 层 纤维 交织 成 无 数 的 层 层 网 格 ,纤维 直径 越 小 和 读 充 密度 越 
大 , 则 商 格 越 紧密 。 由 于 售 微 生物 的 空气 被 追 穿 过 纤维 闻 路 时 必须 
不 断 地 改变 流动 方向 和 速度 大 小 ,而 菌 体 的 惯性 远大 于 空气 , 便 撞 击 
纤维 表面 而 被 拦截 在 其 上 。 这 种 捐 集 菌 体 的 作用 为 惯性 撞击 截留 作 
用 。 其 捕 集 效率 除 与 菌 体 密度 和 其 直径 平方 成 正比 外 ,还 与 空气 在 
纤维 癌 真实 速度 在 一 定 范围 内 成 正比 关系 。 纤 维 直 径 越 大 和 空气 粘 
度 越 大 ,就 越 不 利于 捕 集 效 率 。 

空气 流速 下 降 到 某 一 值 ( 惯 性 碰撞 的 临界 气 速 ) 时 , 菌 体 的 惯性 


力 便 不 足以 追 使 菌 体 磁 撞 纤 维 而 脱离 气流 , 菌 体会 随 着 气流 际 过 而 


使 搞 集 效率 为 零 。 所 以 操作 气流 速度 必须 大 于 惯性 磁 撞 的 临界 气 
速 。 在 其 它 条 件 一 定时 ,增加 气流 速度 , 菌 体 运动 的 惯性 力也 跑 之 增 
大 ,被 纤维 捕 集 的 机 会 也 增加 。 

(2) 表 面 作用 的 拦截 作用 

采 胃 的 纤维 越 细 , 纤 维 的 表面 积 就 越 大 ,表面 作用 越 显 著 。 若 气 
流速 度 降 到 临界 速度 以 下 ,气流 中 部 分 黄体 在 接触 纤维 表面 时 会 被 
纤维 表面 粘 附 而 除去 ,这 就 明显 地 呈现 出 表面 作用 所 导致 的 拦截 截 
留 效 应 。 所 以 表面 粘 附 拦 截 也 是 过 滤 除 菌 的 主要 原理 之 一 。 

在 一 般 情 况 下 ,气流 中 所 夹带 的 获 体 能 被 拦截 的 极限 条 件 是 苗 
体 到 达 离 纤维 表面 二 分 之 一 菌 体 直 径 的 距离 空间 , 即 凡是 在 气流 中 
离 纤 维 表面 二 分 之 一 菌 体 直 径 距 离 处 的 菌 体 均 会 被 纤维 粘 附 拦截 而 
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捕 集 ,所 以 菌 伍 直 径 越 大 ,被 拦截 捕 集 的 机 会 就 越 多 。 

《3) 布 朋 扩 散 截留 作用 

直径 很 小 的 菌 体 在 缓慢 气流 中 会 产生 一 种 不 规则 的 .曲折 的 直 
线 运 动 ( 即 布朗 运动 ) ,布朗 运动 的 范围 很 小 ,所 以 只 有 在 缓慢 流动 的 
气流 中 和 极 小 的 纤维 间隙 间 。 菌 体 才 会 明显 地 呈现 出 这 种 布朗 扩散 
作用 ,从 而 在 与 纤维 接触 中 被 捕 集 。 如 菌 体 的 布 库 运 动 最 大 距离 是 
za, 在 气流 中 离 纤 维 >, 以 内 的 菌 体 , 均 有 可 能 因 布 朗 扩 散 运 动 与 纤 
维 接触 而 被 捕 集 。 | 

以 上 三 个 过 滤 截 留 的 主要 因素 ,在 高 气 速 时 惯性 磁 撞 起 主导 作 
用 ,但 在 气 速 很 低 时 ,表面 拦截 和 布朗 扩散 截留 等 机 制 呈现 较 大 除 荔 
能 力 。 因 此 ,在 空气 过 滤 时 ,必须 注意 操作 气 速 的 变化 和 为 防止 落体 
穿 透 而 设计 过 滤 层 的 必要 厚度 ,以 及 过 滤 介质 性 能 的 优 劣 。 


11.7 酶 的 生产 和 应 用 


当前 酶 的 生产 还 是 从 生物 体 抽 提 分 离 得 到 的 ,而 化 学 合成 途径 
虽然 已 在 研究 中 取得 一 定 进 展 ,但 以 化 学 合成 方法 进行 酶 生产 的 途 
径 , 尚 需 进 一 步 开拓 。 

11.7.1 酶 的 发 酵 生 产 

酶 的 大 规模 生产 主要 依赖 于 培养 微生物 进行 发 酵 生 产 。 微 生物 
的 种 类 繁多 , 动 植 物体 内 的 酶 几乎 都 能 从 微生物 中 得 到 。 

一) 生产 菌 必须 符合 的 要 求 

(1) 生 产 菌 不 会 致 病 ,在 培养 生产 中 也 不 产生 毒素 ， 

(2) 生 产 菌 不 易 变异 退化 ,不 会 感染 噬菌体 ; 

《3) 生 产 菌 产 特 定 酶 量 高 ,而 且 酶 的 性 质 符合 应 用 的 需要 ; 

《4) 能 用 廉价 原料 , 易 培 养 。 生 产 酶 时 发 酵 周 期 短 ， 

(5) 能 分 离 和 筛选 获得 更 适宜 的 生产 菌株 ,最 好 是 产生 胞 外 酶 的 
B. 

《二 ) 产 酶 菌 的 培养 
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筛选 出 好 的 万 株 , 就 需 给 予 适 当 的 培养 繁殖 。 

《1) 培 养 方法 

辕 体 培养 方法 是 以 获 皮 ,米糠 为 基本 原料 ,适当 地 加 入 无 机 盐 和 
适量 的 水 分 (通常 50% 左 右 ) ,经 蒸煮 杀菌 后 接种 进行 培养 。 培 养 方 
法 有 浅 盘 嬉 养 . 转 鼓 培 养 和 通风 式 厚 层 发 酵 。 浅 盘 中 培养 基 一 般 不 
超过 5cm, 操 作 简 单 。 转 鼓 中 培养 基 在 鼓 内 一 直 翻 动 ,以 利于 充分 通 
气 , 散 发 部 分 发 豌 热 以 维持 培养 温度 。 通 风 式 厚 层 发 酵 ,培养 基 厚 度 
可 达 20 一 30cm。。 通 常 酶 菌 会 在 固态 培养 基 中 菌 丝 体 生长 较 好 , 产 酶 
率 也 较 高 。 但 固体 培养 料 往往 利用 不 完全 ,劳动 量 大 。 

液体 培养 方法 是 以 配制 的 液体 培养 基 , 在 发 酵 缸 内 进行 搅拌 通 
气 的 培养 ,这 是 目前 酶 制剂 和 其 它 发 醇 产 品 生产 的 主要 培养 方法 。 
它 需 要 一 定 要 求 的 设备 和 技术 条 件 ,原料 利用 率 较 高 ,培养 条 件 容易 
控制 。 液 体 培养 有 两 种 操作 : 

《A) 两 步 培养 : 即 先 在 适合 菌 体 生 长 的 条 件 下 培养 繁殖 ,然后 再 
在 适合 生产 特定 酶 的 条 件 下 培养 产 酶 , 产 酶 率 可 达 很 高 。 

《B) 连 续 分 段 发 酵 : 即 先 培养 菌 体 至 指数 生长 期 ,然后 一 方面 连 
续 补 充 新 鲜 培 养 基 , 一 方面 以 同样 速度 不 断 地 放出 念 产物 的 培养 液 ， 
要 求 二 者 速度 与 菌 体 生长 速度 一 致 ,使 菌 体 生 长 处 于 稳定 态 条 件 。 
这 样 操作 可 提高 劳动 生产 率 ,还 可 能 避免 酶 产生 太 多 后 的 反馈 阻 过 ， 
使 产 酶 率 显 著 地 提高 。 

《2) 培 养 条 件 

生产 菌 的 培养 条 件 有 配制 合适 组 成 的 培养 基 、 培 养 基 的 pH 和 
培养 温度 等 。 它 们 既 影 响 菌 体 的 生长 ,也 影响 酶 的 生产 。 所 以 选择 
培养 条 件 时 不 仅 需要 考虑 菌 生长 的 要 求 ,而 且 又 须 兼 顾 酶 合成 的 需 
要 。 不 册 的 生产 菌 或 不 同 的 产品 酶 所 希 的 培养 条 件 往 往 是 很 不 相同 
的 。 有 的 菌 可 利用 多 种 砚 源 均 能 生长 和 生产 酶 ,有 的 菌 却 只 要 求 特 
定 的 磋 源 才能 合成 酶 。 需 要 的 握 源 也 很 不 一 样 ,有 的 菌 喜 欢 有 机 和 毛 ， 
而 有 的 却 好 利用 无 机 氮 , 氯 源 性 质 会 影响 菌 的 生长 和 产 酶 ,例如 硫酸 
铵 是 酸性 生理 氮 源 ,硝酸 钠 是 碱 性 生理 氮 源 ,它们 被 菌 体 代谢 后 会 引 
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起 培养 基 的 pH 发 生变 化 ,从 而 影响 菌 体 生 长 和 产 酶 。 

培养 基 的 pH 和 培养 温度 的 影响 也 十 分 复杂 ,在 一 般 情况 下 ,pH 
起 调配 至 近 中 性 ,温度 控制 在 37 亿 左右 ,空气 要 有 一 定 的 湿度 。 

优良 菌 种 的 筛选 ,适宜 的 培养 条 件 是 获得 高 产量 的 重要 技术 条 
件 , 而 掌握 适宜 的 采 酶 时 机 是 高 产 实 收 的 重要 措施 之 一 。 

11.7.2 提高 酶 产量 的 有 效 方 法 

在 正常 情况 下 , 酶 的 合成 和 其 它 重 白质 一 样 ,是 受到 复制 .转录 
和 翻译 等 各 种 水 平 上 组 成 的 合成 调节 机 构 的 调控 。 如 果 设 法 使 这 种 
调控 向 高 产 酶 转变 , 便 有 希望 大 幅度 地 提高 酶 产量 。 

根据 原核 细胞 的 酶 合成 机 理 , 酶 合成 主要 受到 转录 速度 的 控制 。 
这 与 操纵 子 中 操纵 基因 起 “开关 "作用 有 关 。 襟 纵 子 是 由 结构 基因 、 
操纵 基因 和 起 动 基因 等 组 成 ,结构 基因 中 载 有 特定 酶 的 结构 密码 , 例 
如 大 肠 杜 菌 意 糖 操 纵 子 中 结构 基因 含有 B8- 半 和 乳糖 苷 转 乙酰 酶 基因 
等 。 有 关 酶 的 结构 密码 会 决定 酶 的 结构 和 性 质 。 

当 操 纵 基 因 “ 开 ”时 ,附着 在 启动 基因 上 的 依赖 于 DNA 的 RNA 
聚合 酶 (DNA-dependent RNA-Polymerase, DDRP), 妈 能 超越 它 的 控 
制 , 沿 着 结构 基因 移动 ,并 以 结构 基因 为 模板 进行 转录 ,合成 酶 的 
mRNA, 然后 mRNA 再 通过 翻译 ,合成 有 关 的 酶 。 如 果 操 纵 基 因 
“ 关 " 时 ,DRRP 的 移动 便 受到 阻 过 ,也 就 不 能 合成 有 关 的 酶 。 然 而 操 
级 基因 的 开关 又 受到 结合 在 操纵 子 上 的 调节 基因 控制 ,由 调节 基因 
密码 合成 的 多 数 调节 蛋白 会 表现 出 阻 贡 作用 ,这 类 调节 蛋白 称 作 有 图 
遏 蛋 白 。 在 某 些 酶 的 合成 调节 机 构 中 , 阻 歇 蛋白 能 直接 和 操纵 基因 
结合 而 使 它 关 闭 , 阻 歇 转录 进行 ;在 另 一 些 酶 的 合成 调节 机 构 中 , 阻 
过 蛋白 不 能 直接 和 操纵 基因 结 食 , 只 有 在 相应 的 效应 物 存 在 时 ,形成 
图 过 蛋白 -效应 络 合 物 后 ,才能 进而 与 操纵 基因 结合 而 使 之 关闭 ,这 
种 效应 物 称 为 辅 阻 过 物 。 

阻 蝎 在 细 胞 中 ,可 以 有 尾 产 物 阻 跑 和 分 解 代 谢 产物 阻 过 两 种 情 
况 。 许 多 参与 合成 代谢 的 酶 通常 在 细胞 生长 发 育 过 程 中 是 以 一 定 速 
度 正 党 合成 的 ,但 当 它 们 的 代谢 产物 积累 到 一 定 浓 度 水 平 上 而 能 满 
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足 生 物 需 要 之 后 ,就 会 发 生 对 这 些 酶 的 合成 起 阻 遏 作用。 这 种 现象 
称 反馈 得 遇 或 尾 产 物 阻 过 (例如 赖 氨 酸 会 阻 过 天 冬 氨 酸 激酶 的 合成 ， 
苏 氨 酸 阻 遇 高 丝氨酸 脱 氢 酶 )。 它 的 机 理 可 能 阻 遇 蛋白 本 身 没 有 和 
操纵 基因 结合 的 能 力 ,因而 在 正常 情况 下 不 起 阻 遇 作用 ,但 能 将 酶 的 
产物 作为 效应 物 (或 称 辅 阻 过 物 ) 相 互 结 合 而 发 生 别 构 效 应 ,于 是 转 
变 成 能 和 操纵 基因 结合 ,从 而 阻 过 酶 的 合成 。 某 些 参 与 分 解 代 谢 的 
酶 也 可 能 受 这 类 调节 方式 直接 或 同 接 控制 。 如 果 抽 提 掉 这 类 尾 产 
物 , 便 能 消除 这 类 阻 遇 作用 。 当 细胞 在 易 被 利用 的 葡萄 糖 等 碳 源 中 
生长 时 ,有 些 酶 特别 是 参与 分 解 代谢 的 酶 类 合成 往往 受到 分 解 代 谢 
产物 的 阻 遇 。 这 类 阻 遇 与 cAMP 有 关 , cAMP 是 cAMP 受 体重 白 
(cAMP receptor Protein,CRP) 活 化 的 必要 因子 ,只 有 CRP 被 cAMP 
活化 而 一 起 进入 其 作用 位 点 上 时 ,DDRP 才能 附 到 启动 基因 上 ,从 而 
推动 转录 的 进行 。 葡 萄 糖 等 的 分 解 产 物 能 影响 cAMP 的 合成 和 分 
解 , 使 cAMP 浓度 降低 ,导致 无 法 形成 cAMP-CRP 络 合 物 而 阻 过 转 
录 的 进行 。 这 种 阻 遏 可 以 通过 添加 cAMP 的 方法 而 给 予 减 少 或 消 
除 。 

诱导 和 阻 过 是 具体 调节 的 两 种 方式 , 某 些 酶 (如 参加 分 解 代谢 的 
酶 类 :淀粉 酶 .纤维 素 酶 等 ) 在 通常 情况 下 合成 极 少 或 不 被 合成 ,在 
“诱导 物 " 存 在 时 和 便 能 大 量 合成 ,这 种 现象 称 诱 导 。 诱 导 的 机 制 是 :在 
合成 调节 系统 中 调节 基因 产生 阻 过 和 电 白 是 一 种 细 构 重 户 , 它 既 能 直 
接 和 操纵 基因 结合 , 阻 远 酶 的 合成 ;也 能 和 诱导 物 结合 并 改变 构象 ， 
从 而 失去 和 操纵 基因 结合 的 能 力 ,使 “开关 打开 ,因此 ,加 人 诱导 物 
能 话 导 酶 的 大 量 合成 。 

综 上 所 述 , 酶 的 合成 调节 机 制 在 生物 体内 有 效 地 调控 着 酶 的 合 
成 ,以 保证 生命 活动 中 代谢 的 平衡 。 如 果 设 法 调动 这 种 调节 机 构 , 问 
某 些 酶 产量 能 大 幅度 地 提高 的 方向 转变 ,参与 分 解 代谢 的 酶 类 产量 
可 能 有 千 倍 的 增加 ,参与 合成 代谢 的 酶 类 也 可 有 百倍 产量 的 提高 。 
人 和 们 早已 开始 从 条 件 控制 和 遗传 控制 两 方面 的 研究 。 

条 件 控 制 是 指 设 法 找到 合适 的 诱导 物 ,通过 添加 诱导 物 来 提高 
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酶 产量 ,或 找 出 适宜 的 降低 蛆 遂 物 浓度 的 方法 ,以 带 除 槛 生产 中 的 阴 
过 机 制 。 

遗传 控制 是 指 通过 诱 变 和 挑选 基因 突然 变异 的 菌 种 ( 株 ) 或 基因 
重组 的 手段 来 改变 万 种 ( 株 ), 使 其 不 受阻 遏 调 控 。 然 可 引起 菌 种 突 
变 的 因素 很 多 ,最 常见 的 物理 方法 有 和 紫外线 .y- 射 线 , 高 能 电子 种 快 
中 子 等 上 照射。 例如 ,巨大 芽孢 杆菌 生产 青 考 素 醚 化 霉 时 需要 茶 乙 酸 
诱导 ,车 以 紫外 线 照射 以 获得 变异 株 便 无 需 荃 乙 酸 的 诱导 了 。 化 学 
方法 是 以 亚 硝 基 肛 、 亚 硝酸 等 处 理 。 基 因 重 组 的 基因 工程 在 酶 生产 
上 可 能 所 起 的 作用 是 增加 基因 的 拷贝 数 ,促进 表达 而 提高 酶 产量 138 
过 基因 接种 ,使 动物 ,植物 中 产生 的 酶 转 由 微生物 进行 生产 ;作为 定 
间 改 造 酶 * 即 恒 乌 质 工程 ?的 一 种 生物 技术 。 

酶 的 生产 除了 诱 变 或 构建 以 获得 优良 的 生产 菌株 外 ,还 需要 得 
选 .纯化 等 技 措 , 但 要 有 效 地 进行 生产 ,必须 探索 培养 菌株 和 产 酶 的 
最 适宜 条 件 和 措施 , 如 合理 的 培养 方法 .适宜 的 培养 基 、 培 养 温度 、 
pH 和 通气 量 等 ,以 及 生产 工艺 条 件 、 采 酶 接 术 、 灭 菌 措施 与 制剂 工 
艺 。 


11.8 酶 的 固定 化 


酶 的 加 定 化 是 通过 物理 化 学 方法 将 酶 固定 于 高 分 子 支 持 物 或 载 
体 上 ,成 为 酶 制剂 的 一 种 生物 技术 , 现 普遍 称 作 固定 化 酶 (immobi- 
lized enzyme) ,实际 上 也 包括 固定 化 菌 体 .固定 化 细胞 . 夯 定 化 细胞 
器 和 固定 化 辅酶 等 。 固 定 化 酶 的 研究 和 发 展 ,可 以 改善 生物 催化 剂 
一 一 酶 重 白 质 的 稳定 性 ` 有 利于 生产 连续 化 和 自动 化 。 

11.8.1 酶 的 固定 化 方法 

酶 的 固定 化 方法 大 体 上 可 概括 为 三 大 类 型 :载体 结合 法 、 交 联 法 
各 包 埋 法 。 

一) 载体 结合 | 

利用 载体 的 表面 作用 结合 酶 分 子 , 有 物理 吸附 法 离子 交换 吸附 
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法 和 共 价 偶 联 法 。 

1) 吸附 法 移 优 点 是 操作 简便 ,条 件 温和 ,吸附 剂 (载体 ) 可 再 生 
和 反复 使 用 ,上 酶 的 活性 中 心 不 易 被 破坏, 高 级 结构 的 变化 也 少 ,但 是 
酶 和 载体 的 吸附 作用 较 弱 ,容易 在 其 它 pH 环境 下 ,或 高 盐 浓 度 ,高 
底 物 浓度 条 件 或 高 温情 况 下 解吸 脱落 。 载 体 有 活性 炭 、 酸 性 白土 高 
零 石 .氧化 铝 .硅胶 .陶瓷 玻 璃 等 ,还 有 淀粉 合成 树脂 、 丁 基 或 己基 一 
WK SE .纤维 素 入 生物 等 。 离 子 交 换 吸 附 的 载体 有 多 精 类 离子 
交换 剂 和 合成 高 分 子 离子 交换 树脂 和 

(2) 共 价 惕 联 法 ,这 是 借助 共 价 键 将 不 影响 酶 活性 中 心 的 侧 链 基 
团 和 载体 的 功能 基 团 进行 偶 联 而 制 取 回 定 化 酶 的 方法 。 这 种 方法 获 
得 的 回 定 化 酶 ,结合 牢固 ,稳定 性 好 ,有 利于 连续 使 用 ,不 过 ,在 制备 
时 共 价 偶 联 反应 易 引 起 酶 失效 。 共 价 偶 联 常用 的 载体 是 纤维 素 、 琼 
脂 糖 及 聚 丙 炳 酰胺 胶 或 多 孔 玻 璃 等 。 有 几 种 常用 的 偶 联 反应 : 

《A) 重 氮 法 ， es: 


R—NH, — RK N=NC! ll, puas. N—[E] 
(B) 省 化 氛 法 ， 
OH O 
/ BrCN "O 本 _ ae = ë NSP) 
(g) N Z Ë ° 
OH O O 
eos: Z H, 本  OCONH—E) 
OH OH 
《C) 烷 化 法 ,例如 : 
ga — O 55g 维 素 一 OCOCHoBr — E), qp aps OCOCFL— (E) 
(一 ) 交 联 法 


这 是 不 用 载体 ,而 是 以 双 功 能 或 多 功能 试剂 在 酶 分 子 间 、 或 酶 分 
与 惰性 蛋白 问 、 甚 至 与 微生物 细胞 间 进 行 交 联 反应 , 制 得 固定 化 酶 
一 种 方法 。 作 为 交 联 剂 ,常用 的 有 下 二 醛 , 其 反应 如 下 : 
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OHC—(CH,) [C CHO+ E— 
—CH=N—EFE—N=—CH—(CH;); —CH=N—E—N=CH— 
Ñ N 
| | 
和 和 
参与 交 联 反应 的 酶 蛋白 的 功能 男 有 N 末端 的 a- 氨基 、 赖 氨 酸 残 基 的 
s- 氨 基 ,. 酰 氨 酸 的 酚 基 . 半 胱 气 酸 的 芍 革 和 组 氨 酸 的 咪唑 基 等 , 交 联 
反应 条 件 较 激烈 ,容易 引起 酶 失 活 。 尺 可 能 降低 交 联 剂 浓度 和 缩短 
反应 时 间 以 减少 交 联 程度 , 则 可 避免 酶 的 大 量 失 活 。 

《三 ) 包 埋 法 

包 埋 法 有 网 格 包 埋 和 微 赛 包 埋 两 种 类 型 :网 格 型 是 将 酶 或 微 生 
物 包 埋 在 高 分 子 狼 腕 细微 网 格 中 ; 微 陡 型 是 将 酶 或 微生物 包 埋 在 高 
分 子 半 透 膜 中 。 包 埋 法 一 般 不 一 定 需要 高 分 子 与 酶 蛋白 的 氮 基 酸 残 
基 进 行 结合 ,有 的 是 包 合 物 的 一 种 型 式 , 于 是 很 少 影响 酶 的 高 级 结构 
的 改变 ,这 种 包 理 法 可 应 用 于 许多 酶 .微生物 或 细胞 器 的 固定 化 。 但 
需 采 上 拥 恰 当 的 高 分 子 聚 合 反 应 条 件 进行 聚合 包 埋 ,否则 会 使 酶 容易 
失 活 。 由 于 小 分 子 底 物 和 产物 才能 通过 高 分 子 凝 胶 的 网 格 扩 散 , 包 
埋 法 不 适用 于 对 作用 大 分 子 底 物 和 生产 大 分 子 产物 的 酶 固定 化 , 扩 
敬 阻 力 会 大 大 地 降低 酶 的 活力 。 

(1) 网 格 型 包 埋 

常用 的 包 埋 剂 有 聚 再 烯 酰胺 、 雌 乙烯 醇和 光敏 树脂 等 合成 高 分 
子 化 合 物 ,例如 先 将 酶 和 两 烯 酰胺 单 体 (或 预 聚 物 ) 分 散在 疏水 介质 
中 ,然后 以 N,N 一 甲 又 双 燃 酰胺 (BIS) 为 交 联 剂 进行 聚合 ,从 市 制 
成 包 至 物 。 基 它 的 包 埋 剂 还 有 省 物 胶 硅 橡 胶 .明胶 海 蔬 酸 等 ,这 是 
以 在 酶 (或 微生物 ) 存 在 下 进行 上 蜂胶 化 的 方法 制 得 包 埋 物 。 现 在 已 开 
拓 的 包 埋 剂 有 对 y 射线 敏感 的 聚 乙 烯 吡咯 烷 、 素 乙烯 醇 . 聚 a- 羟 己基 
丙 烦 酸 等 聚合 胶 ; 光 敏 性 聚合 树脂 如 水 溶性 的 ENT, 水 不 溶性 的 
ENTP( 两 者 分 别 是 以 聚 乙 二 醇 或 孙 丙 二 醇 为 主 链 成 分 而 两 末端 具 
有 丙烯 醇 基 的 光 交 联 预 聚 物 ) ,它们 只 要 在 光 增 敏 剂 ( 安 息 香 乙醚 或 
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安息 香 异 丁 醚 ) 存 在 下 ,50C —60U 时 混合 溶解 ,冷却 至 室温 ,再 与 酶 
液 ! 或 菌 体 悬 浮 液 ) 混 合 , 搅 匀 , 铺 于 透明 聚 酯 膜 上 ,以 紫外 光照 射 数 
分 钟 即 可 得 到 甸 定 化 酶 。 若 它们 以 不 同比 例 混合 ,就 可 调节 辣 定 化 
酶 的 亲 水 性 和 朴 水 性 等 。 

(2) 微 讲 型 包 埋 

这 是 酶 分 子 被 容许 小 分 子 底 物 和 产物 自由 出 人 的 半 透 膜 包 埋 于 
微 吉 内 的 方法 ,让 赛 腊 的 总 表面 尽量 大 ,使 小 分 子 物质 出 入 交换 迅 
速 。 普 通 使 用 的 微 胶 误 型 包 埋 麟 有 尼龙 腊 、 火 棉 胶 和 醋酸 纤维 等 。 
例如 ,尼龙 膜 一 般 采 用 界面 聚合 法 ,即将 含有 酶 的 1,6- 己 二 膀 水 游 
液 与 深 有 玖 水 性 浴 二 酰氯 的 有 机 溶剂 ( 氮 仿 或 甲 茶 ) 在 搅拌 下 进行 混 
合 , 同 时 加 入 Span( 山 梨 粮 醋 脂 肪 酸 酷 , 油 包 水 非 离子 型 表面 活性 
剂 ) 使 其 乳化 ,让 乙 二 艇 和 颂 二 栈 氢 这 两 种 单 体 在 水 和 有 机 溶剂 的 界 
面 上 聚合 ,形成 包 埋 酶 的 尼龙 膜 球 粒 , 用 Tween 20( 育 氧 乙烯 山梨 糖 
壁 本 月 桂 酸 酯 ,水 洲 性 表面 活性 剂 ) 使 之 破 乳 化 后 即 可 得 所 需要 微 囊 
包 埋 酶 。 若 用 2,4- 甲 葵 二 异氰酸酯 代替 颂 二 酰 握 , 便 能 得 到 多 脲 微 
胶 圳 。 

对 于 火 株 胶 (硝酸 纤维 素 ) 或 醋酸 纤维 素 通常 是 采用 界面 凝聚 
法 ,可 先 将 酶 的 水 溶液 在 售 硝 酸 纤维 素 的 乙醚 中 乳化 分 散 , 然 后 加 入 
茶 甲 酸 丁 酯 使 硝酸 纤维 素 在 酶 滴 周围 凝聚 ,最 后 用 Tween20 破 乳化 
后 , 便 得 到 舍 酶 的 火 棉 胶 微 春 。 如 采用 醋酸 纤维 率 作 微 玲 , 可 得 纤维 
包 埋 酶 ,这 种 纤维 表面 积 大 , 包 埋 的 容量 也 大 ,稳定 性 好 。 控 制 凝聚 
条 件 还 可 调节 纤维 孔径 。 

除了 以 上 所 述 之 外 ,有 关 包 埋 技术 酶 固定 化 方法 很 多 ,在 此 限于 
篇 由 ,不 再 作 介绍 。 细 有 苞 的 固定 化 往往 可 以 代替 酶 的 固定 化 而 省 去 
酶 的 分 离 提 纯 , 其 采取 方法 类 同 于 酶 的 固定 化 方法 ,其 中 借助 物理 化 
学 技术 措施 以 包 埋 法 用 得 较 多 。 辅酶 物质 也 可 实现 固定 化 ,一 般 采 
用 载体 共 价 侦 联 法 。 

11.8.2 ”固定 化 对 本 性 质 的 影响 

酶 回 定 化 后 可 能 对 酶 及 其 所 处 环境 发 生 一 定 的 影响 ,于 是 阅 定 
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化 酶 会 呈现 出 与 “ 游 离 " 酶 有 所 不 同 的 性 态 。 

(一) 固定 化 对 酶 活性 及 酶 俊 化 系统 的 影响 

影响 因素 大 至 上 有 以 下 几 种 : 

(]) 构 象 改 变 

酶 在 固定 化 过 程 中 与 载体 的 相互 作用 会 引起 酶 的 活性 中 心 之 构 
象 发 生变 化 ,导致 酶 活性 下 降 效 应 ; 

(2) 立 体 屏 项 

由 于 载体 的 孔隙 大 小 或 固定 化 方式 与 位 置 不 当 ， 造成 影响 栈 活 
性 中 心 的 空间 障碍 ,使 底 物 等 无 法 和 酶 活性 中 心 接触 ,导致 不 能 发 挥 
酶 的 催化 功能 ; 

(3) 微 拢 效应 与 分 配 效 应 

酶 固定 化 支持 物 一 一 载体 的 亲 水 或 玻 水 性 质 和 介质 的 介 电 常数 
等 产生 的 微 扰 效应 ,可 以 影响 酶 的 催化 性 能 。 载 体 的 亲 水 或 疏水 性 
质 也 使 固定 化 酶 紧邻 的 局 部 微观 环境 与 宏观 体系 不 同 ,导致 了 底 物 、 
产物 及 其 它 效应 物 在 微观 环境 与 宏观 体系 间 发 生 不 等 分 配 ,改变 了 
酶 参与 的 反应 系统 的 组 成 平衡 ,从 而 影响 酶 催化 的 反应 速度 ,分配 效 
应 可 利用 分 配 系数 o 进行 定量 描述 , 即 

p=[CJ/[C), {11.8-1) 

式 中 【CQC);、[【C] 汪 一 分 别 代表 底 罗 或 其 它 效应 物 的 局 部 浓度 和 总 
体 浓度 。 


根据 Boltgmann 定 则 
p= exp( — Zee/kp T) (11.8-2) 
则 (C),= {CJoexp{ - (11.8-3) 
式 中 gg 一 一 代表 静电 位 ， 
Ze 一 一 代表 溶质 电荷 


k — Boltgmann 常数 。 
由 上 可 知 , 当 载体 与 洲 质 具有 相同 电荷 时 ,[CJ 委 CCJo 如 果 两 
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者 带 相反 电荷 时 ,LC); 守 [Cj。。 
寿 只 有 底 物 分 配 效 应 的 影响 时 


wa[Csexpl 本 
Y= ER TUG en = Zee/layD) = v=[Cs)/K'u + (Cs) 


(11.8-4) 


; Z 
K w= Ku/exp| | (11.8-5) 


可 见 KW = 

上 式 说 明 , 在 分 配 效应 影响 下 , 米 氏 常数 KM 发 生 了 变化 。 分 配 
系数 对 抑制 剂 的 Ki 之 影响 为 
K’'1=Ki/p (11.8-6) 
荷 电 的 抑制 剂 对 酶 反应 的 抑制 影响 也 因 载 体 带 相同 电荷 而 减轻 ,或 
带 相反 电荷 时 会 增强 。 分 配 效 应 影响 pH 的 关系 式 为 
1 = + ep 

aH ar: exp[ | (11.8-7) 


0.43e 
ApH = pH; — pH, = ET 
B 


归纳 一 些 规律 可 定性 描述 :载体 与 底 物 (或 产物 或 其 它 效应 物 ) 
带 相同 电荷 时 ,反应 系统 的 Ku 将 由 于 固定 化 而 增 大 , 若 带 相反 电 
荷 , 则 Kw 将 减 小 ; 酶 固定 化 于 带 正 离子 载体 时 ,其 最 适 pH 会 向 酸性 
方向 偏 移 ,而 带 阴离子 载体 将 导致 酶 的 最 适 pH 问 残 性 方向 偏 移 ;分 
配 效 应 可 通过 提高 介质 的 离子 强度 以 压缩 固体 表面 Nernst 层 和 扩 
散 层 而 减弱 其 至 消除 ; 当 酶 固定 化 于 玖 水 性 载体 上 ,对 于 极 性 的 或 荷 
电 的 底 物 ,其 Km 会 升 高 ,如 底 物 也 是 琉 水 性 物质 , 则 Kw 将 降低 。 

《4) 扩 散 限 制 效应 

酶 固定 化 后 , 底 物 及 其 它 效应 物 穿 过 液 膜 层 , 进 入 酶 活性 中 心 所 
在 位 点 (或 产物 离开 固定 酶 活性 中 心 所 在 位 点 到 液 膜 外 ) 的 迁移 和 运 
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送 速度 会 受到 限制 ,其 产生 的 一 种 效应 称 为 扩散 限制 效应 。 它 包括 
外 扩散 限制 和 内 扩散 限制 效应 。 前 者 是 指 底 物 与 其 它 效 应 物 从 宏观 
体系 穿 过 包围 在 四 定 化 酶 颗粒 周围 的 几乎 停 尘 的 液 膜 层 ( 常 称 
Nernst 层 ) 到 颗粒 表面 (或 产物 的 相反 迁移 过 程 ) 所 受到 的 限制 ;后 者 
是 指 底 物 与 其 它 效 应 物 从 颗粒 表面 到 颗粒 内 部 酶 活性 中 心 所 在 位 点 
(或 产物 相反 迁移 过 程 ) 所 受到 的 限制 。 外 扩散 限制 效应 往往 可 用 充 
分 搅拌 而 减轻 其 至 接近 消除 。 内 扩散 限制 效应 是 受 载体 的 性 质 和 结 
构 所 影响 。 
(二 ) 酶 固定 化 对 稳定 性 的 影响 
酶 在 固定 化 之 后 ,大 多 数 都 有 较 高 的 稳定 性 和 较 长 的 有 效 寿命 。 
由 于 男 定 化 酶 的 热 稳定 有 所 提高 , 它 的 酶 作用 “最 适 温度 也 往往 上 
升 ,不 过 酶 众 化 反应 的 活化 能 改变 较 少 。 
11.8.3 ” 阅 定 化 酶 基础 动力 学 
当 酶 和 底 物 存在 于 载体 (如 凝 胶 等 ) 中 ,由 于 它们 的 构象 均 发 生 
变化 ,速度 常数 也 可 能 随 之 而 改变 , 米 氏 常数 必 将 不 同 于 在 自由 溶液 
环境 中 所 进行 的 反应 ,这 可 分 别 以 上 2 和 Mm 表示 , 则 Michaslis- 
Menten 方程 变 为 | 
v= k”; [E).[CsJ/K'u + [Cs] (11.8-8) 
假如 酶 催化 反应 速度 受到 扩散 限制 的 某 种 程度 影响 ,其 结果 必然 以 
KM,a 表 观 米 氏 常数 来 表示 米 氏 常数 ,此 时 Ku, 5 > K'ue Sundaran 
等 提出 可 近似 处 理 方程 , 即 
v= P” [EJ [C;sJ/Ku,.e] + (Cs) (11.8-9) 
Ku... | | = K'u/pF (11.8-10) 
式 中 【EJ]s 一 一 代表 载体 内 包 埋 酶 的 浓度 ; 
中 一 一 代表 分 配 系 数 ( 载 体 表面 的 底 物 与 溶液 底 物 浓度 之 
H); 
F 一 一 代表 Thiele 图 数 , 它 等 于 tanh r1/r1,1 28 [B] # 88 JZ 
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度 ,r= 方 (2[E]s/DKm)**,D 为 载体 内 底 物 扩散 系 
数 。 

当 贡 很 小 时 ,F 接近 1,K'Mv 仅 受 分 配 系数 修饰 。 

包 埋 酶 的 载体 淄 于 底 物 溶液 中 ,存在 于 外 部 溶液 中 的 底 物 必须 
扩散 人 载体 内 方 能 与 酶 分 子 接触 。 若 固定 化 酶 被 载体 包 埋 呈 贺 柱 
状 , 底 物 可 从 圆柱 体 两 边 圆 盘 膜 流 和 人 载体 ,于 是 扩散 速度 是 一 重要 影 
响 因素 ,然而 底 物 在 溶液 与 载体 间 的 分 配 效应 又 是 另 一 个 影响 因素 。 
如 底 物 分 子 含 杖 水 的 非 极 性 基 团 ,载体 也 带 有 政 水 基 团 , 底 物 的 分 配 
系数 p 将 大 于 1, 即 底 物 在 载体 内 比 外 水 溶液 中 的 浓度 会 更 大 ,这 就 
能 产生 增加 反应 速度 的 效应 。 

当 [Ej, 很 小 则 催化 作用 的 反应 速度 足够 慢 时 ,扩散 速度 不 影响 
酶 反应 速度 ,化 学 过 程 是 反应 速度 的 限制 因素 。 

上 述 各 种 关系 适用 于 固定 在 贺 柱 状 载 体 的 栈 。 其 它 形状 的 颗粒 
就 需 稍 加 改变 ,请 看 有 关 专 著 。 

酶 固定 化 后 ,其 反应 动力 学 常数 上 和 K'u 以 及 酶 催化 反应 速 
度 随 温 度 改变 而 变化 的 情况 ,可 由 Arrhenius 提出 的 温度 与 反应 速度 
常数 关系 式 描述 。 此 外 ,pH 值 即 所 离子 在 溶液 和 国定 化 酶 之 间 的 分 
配 效应 也 对 反应 速度 有 重要 影响 。 在 此 不 再 装 述 。 

11.8.4 ” 醇 的 化 学 修饰 

(一 ) 酶 化 学 修饰 的 原理 

由 于 酶 本 身 存在 一 些 性 质 上 缺点 ,使 酶 在 应 用 上 仍 有 局 限 人性 ,其 
主要 表现 如 下 : 

(1) 酶 作用 条 件 的 限制 与 稳定 性 

一 般 酶 催化 反应 是 在 与 室温 相差 不 大 的 基本 接近 中 性 的 水 溶液 
中 进行 的 ,但 在 工业 生产 应 用 中 ,往往 由 于 产物 或 底 物 的 影响 ,使 pH 
偏离 中 性 范围 ,影响 了 酶 活性 的 稳定 性 。 在 生产 过 程 中 温度 升 高 , 虽 
然 酶 促 反应 速度 加 快 ,但 往往 也 引起 酶 不 稳定 ,如 温度 太 低 , 便 会 影 
响 反应 速度 ,因此 ,天 然 酶 的 反应 条 件 常 不 适用 工业 生产 的 要 求 。 
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(2) 酶 具有 不 稳定 性 

生物 活性 大 分 子 酶 离开 了 生物 细胞 特定 的 自然 环境 ,在 发 酵 \ 分 
离 提 纯 、 酶 促 反 应 、 制 剂 或 固定 化 酶 等 过 程 中 ,常常 显 出 酶 的 不 够 稳 
定性 ,无 法 适应 大 量 生 产 条 件 的 需要 。 

3) 天然 酶 制剂 不 能 满足 临床 要 求 

现在 使 用 中 绝 大 多 数 酶 制剂 都 是 从 动 .植物 及 微生物 中 提取 的 ， 
对 人 体 而 言 是 外 源 蛋 白质 ,具有 抗原 性 ,可 能 会 引起 人 体 的 过 敏 反 
应 , 轻 则 失去 酶 活力 , 重 则 导致 生命 危险 。 没 有 过 敏 反 应 的 酶 剂 进入 
了 大 体 之 后 很 难 迅速 集中 到 要 治疗 的 病灶 处 。 

以 上 种 种 原因 ,人 类 就 希望 通过 人 工 修 饰 来 改造 酶 。 根 据 国内 
外 所 开展 的 工作 ,主要 有 两 个 方面 研究 领域 :核酸 水 平 的 基因 重组 技 
术 对 DNA 或 mRNA 进行 改造 或 收 饰 ,以 获得 一 级 结构 和 空间 结构 
更 合理 的 酶 蛋白 ;和 组 白质 水 平 上 使 用 化 学 法 或 酶 法 坪 接 对 醇和 蛋白 的 
一 级 结构 进行 改造 ,例如 置换 其 中 氨基 酸 ,切断 腑 链 或 切除 部 分 肽 段 
来 改变 空间 构象 ,从 而 使 酶 更 趋 稳定 ,或 对 酶 分 子 中 氨基 酸 残 基 进 行 
化 学 修饰 以 降低 酶 的 抗原 性 。 

根据 热力 学 观点 , 酶 的 和 多肽 链 以 一 定 方式 互相 折 三 形成 天 然 的 
高 级 结构 构象 , 它 的 稳定 性 与 酶 分 子 中 许多 基 团 癌 想 互 作用 的 灼 和 
酶 分 子 无 序 程度 的 坑 有 关 , 即 酶 高 度 有 序 的 特定 天 然 构 象 使 它 呈现 
出 催化 功能 、 构 和 象 的 高 度 有 序 使 焙 值 小 ,这 是 酶 不 稳定 因素 ,然而 酶 
分 子 结构 内 部 基 团 则 的 相互 作用 或 交 联 ,还 有 基 团 与 外 部 水 溶液 间 
的 相互 作用 ,能 产生 妈 值 与 箭 值 给 予 补偿 ,使 整个 酶 分 子 结构 的 箭 处 
于 一 平衡 状态 值 (或 者 是 亚 平 衡 状态 值 ), 于 是 高 度 有 序 的 构象 能 够 
保持 。 酶 热 失 活 的 原因 是 复杂 的 ,人 们 认为 主要 的 是 酶 分 子 内 基 团 
的 相互 作用 受热 训 弱 ,甚至 原先 保持 平 窗 的 力 被 破坏 ,了 酶 分 子 天 然 构 
象 就 按 热力 学 示 增 规律 朝 箭 值 高 的 方向 变化 ,随机 松散 , T 25 FN p 
展 ,导致 酶 催化 功能 的 丧失 。 酶 的 活性 部 位 和 维持 活性 部 位 稳定 性 
有 关 基 团 的 任何 变化 都 会 影响 到 酶 的 催化 功能 。 针 对 上 述 问题 , 酶 
化 学 修饰 需 让 酶 与 修饰 剂 交 联 ,减少 酶 分 子 的 伸展 和 酶 分 子 内 部 基 
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团 热 运动 的 可 能 性 ,从 而 增加 酶 的 热 稳 定性 。 

若 酶 的 化 学 修饰 是 共 价 交 联 大 分 子 修 饰 剂 便 能 产生 空间 障碍 或 
静电 斥 力 向 有 效 地 阻挡 抑制 前 和 酶 活性 部 位 的 接受 ,使 酶 的 抗 抑制 
剂 能 力 增强 。 闻 时 也 能 掩护 酶 分 子 上 敏感 部 位 人 免 遭 蛋白 水 解 酶 进行 
分 解 破坏 的 可 能 性 。 酶 分 子 结构 上 含有 和 蛋白 水 解 酶 的 切 点 需要 保护 
外 , 酶 的 典 链 上 还 有 一 些 毛 基 酸 残 基 组 成 的 抗原 族 , 当 酶 以 异 源 蛋白 
进入 机 体 后 就 会 诱发 抗体 的 产生 ,抗原 -抗体 反应 不 仅 能 使 酶 失 活 ， 
还 会 危及 人 体 。 茸 的 化 学 修饰 ,使 修饰 剂 与 有 些 组 成 抗原 决定 艇 的 
基 团 形成 共 份 结合 ,而 破坏 酶 分 子 上 抗原 决定 簇 的 结构 ;或 者 使 大 分 
子 修 饰 剂 造 盖 抗原 决定 簇 , 阻 碍 抗原 与 抗体 产生 结合 反应 ,从 而 降低 
或 消除 酶 的 抗原 性 ， 

由 于 酶 的 长 链 在 空间 排 布 形成 的 高 级 结 梅 表面 ,各 原子 问 极 人 性 
和 电荷 的 不 同 ,各 氨基 酸 残 基 间 相互 作用 等 因素 形成 了 酶 活性 部 位 
的 微 环 境 , 微 环境 的 改变 会 直接 影响 到 酶 活性 部 位 氨基 酸 残 基 的 电 
离 状态 ,从 而 影响 酶 俊 化 功能 ,例如 鸡 乳 酸 脱 气 酶 在 pH =4 时 便 会 
失 活 。 所 以 为 了 维护 微 环境 的 相对 稳定 也 是 化 学 修饰 的 研究 谋 题 。 

(二 ) 酶 化 学 修饰 法 

酶 化 学 修饰 法 的 基本 原则 都 是 利用 修饰 剂 所 具有 的 各 类 化 学 活 
化 基 团 特性 ,与 酶 分 子 上 非 酶 活化 所 必需 的 某 些 氨基 酸 残 基 发 生 相 
互 作用 ,对 酶 分 子 结构 进行 改造 。 上 自前 有 如 下 几 种 修饰 方法 : 

(1) 右 旋 糖 本 及 其 硫酸 梧 (Dextran and Dextran Sulphate) 的 省 化 
氰 法 或 高 而 酸 氧 化 法 : 右 旋 糖 酥 由 a- 简 萄 糖 以 a-1,6 糖苷 键 形 成 的 
高 分 子 多 糖 , 它 的 邻 双 凑 基 在 温度 低 于 4 信和 激烈 搅拌 时 将 澳 化 氰 
分 次 直人 的 作用 下 进行 活化 ,然后 在 碱 性 条 件 下 与 酶 分 子 上 氨基 反 
应 而 共 价 结合 。 如 果 用 高 磷酸 氧化 葡萄 糖 上 邻 双 羟 基 结 构 而 开 环 ， 
使 右 旋 糖 本 产生 高 活性 醛 基 与 酶 分 子 上 握 基 反应 醒 共 价 结合 。 

(2) 糖 肽 的 异 氰 酸 法 或 成 二 醛 法 :采用 2,3- 蜡 氰 酸 甲 葵 在 低温 
(4C ,pH=7.5) 条 件 下 对 糖 有 居 上 氨基 活化 ,再 在 碱 性 (pH= 9.5) 条 件 
下 与 酶 交 联 ;或 使 用 双 功 能 基 团 试剂 成 二 醋 将 糖 肽 的 氨基 活化 ,然后 

. 654 ° 


— 


与 酶 分 子 上 氨基 反应 ,联接 修饰 酶 。 

(3) 18 SS 885 Jë ( Sephadex G-25) zk 58 $|. 88 ( Polylactose) fE 
修饰 剂 : 将 葡 聚 糖 长 链 以 交 联 剂 联结 ,形成 多 孔 网 状 在 深 涨 状态 下 的 
葡 聚 糖 州 胶 G-25 ,在 pPH=4 条 件 下 加 人 高 碘 酸 使 葡萄 糖 氧 化 开 环 ， 
和 便 能 与 酶 反应 发 生 共 价 结合 。 不 同 活化 程度 的 Sephadex G-25 在 生 
物体 内 荣 解 速度 不 同 ,可 使 酶 逐渐 释放 出 来 ;或 者 用 聚 已 糖 作 修 饰 
剂 , 在 25STY ~37 忆 温度 和 pH = 5— 7.5 条 件 下 ,采取 适当 的 还 原 剂 
(l HH3CN) 与 酶 分 子 上 的 氨基 反应 ,可 得 表面 乳糖 化 的 修饰 酶 。 

(4) 育 乙 二 醇 (PEG) 修 饰 酶 :这 是 以 三 氯 均 嗪 法 、 亚 氮 法 或 二 省 
代 斑 珀 酸 栈 法 活化 事 乙 二 醇 末 端 羟基 ,与 酶 分 子 上 氨基 反应 而 形成 
修饰 酶 ;或 者 用 重 氨 法 (如 对 硝 基 某 基 化 合 物 .N- 羧 氨基 茶 甲 酬 或 4- 
氛 -2- 硝 基 重 所 化 合 物 等 ) 将 修饰 剂 PEG 上 有 关 基 团 转 变 为 重 氮 基 
夯 ,然后 在 碱 性 条 件 下 与 酶 分 子 上 除 基 咪唑 基 等 反应 ,生成 修饰 酶 ; 
或 采用 凑 二 亚 胺 法 , 先 将 PEG 未 端 羟基 通过 无 水 三 乙 胺 和 对 -磷酸 
氯 甲苯 反应 生成 中 间 产 物 , 再 经 营 氮 钠 有 反应 后 通 H, 还 原 , 转 化 为 所 
基 , 然 后 通过 乓 二 瑟 腕 与 酶 上 拔 基 反应 ,发 生 共 价 交 联 。 

康 乙 二 醉 作 修 饰 剂 具有 和 较 好 的 生物 相 容 性 , 聚 乙 二 醇 在 体内 不 
残留 ,无 毒性 和 无 抗 序 性 。 

(5) 大 分 子 修饰 剂 :用 于 酶 化 学 修饰 的 大 分 子 主要 是 乙烯 吡咯 烷 
BJ. 82. 本 烯 酸 、 丙 烯 酸 、 乙 烯 乙酸 , 丁 烯 二 酸 等 自 聚 或 共聚 的 多 
来 物 ,还 有 生物 活性 大 分 子 肝 素 .血清 白 蛋白 等 。 例 如 , 聚 乙烯 醇 先 
与 对 - 硝 基 芋 氧 酰氯 ,再 与 连 二 亚 硫 酸 锁 相 继 反 应 而 活化 ,然后 遂 过 
淡 二 亚 胺 与 酶 上 羚 基 共 价 结合 ; 聚 丙烯酸 经 准 二 亚 胺 反应 活化 后 ,也 
能 与 酶 上 氨基 共 价 结合 ,生成 了 修饰 酶 。 

目前 ,在 修饰 琵 领 域 的 研究 已 非常 广泛 ,但 酶 化 学 修饰 必 竟 是 一 
门 新 技术 ,只 能 说 仅 作 了 些 初步 探讨 ,基本 上 尚未 掌握 其 中 的 原理 。 

11.8.5 酶 的 应 用 

酶 在 工农 业 生 产 上 的 应 用 很 广 , 现 归纳 列举 如 下 ; 

(一 ) 青 霉 案 酰 化 酶 在 半 合 成 青 父 素 方 面 的 应 用 与 研究 
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青霉素 酰 化 酶 以 作用 底 物 的 不 同 分 为 三 类 ,它们 是 青 佑 素 G Bt 
化 酶 ,主要 存在 于 细菌 中 ,适用 于 发 解 青霉素 G 成 为 6- 氨基 青 霉 烷 
酸 (6-APA); 青 考 素 V 酰 化 酶 ,主要 存在 于 霉菌 、 放 线 菌 与 醇 母 亡 
中 ,适用 于 裂解 青霉素 V 为 6-APA; 氨 共 青 霉 素 栈 化 酶 ,存在 于 黑色 
假 单 胞 杆菌 和 卵 形 假 单 胞 杆菌 中 ,适用 于 裂解 氨 共 青霉素 成 为 6- 
APA,6-APA 是 半 合 成 青霉素 的 母 核 ,在 6-APA 的 氨基 上 接 上 某 些 
侧 链 ,可 获得 高 效 . 广 谱 .服用 方便 的 半 合 成 青 均 素 ,如 气节 青霉素 ， 
甲 氧 苯 青 霉 素 , 凑 氨 站 青霉素 和 羧 共 青霉素 等 ,这 是 酶 在 医药 生产 实 
践 中 一 个 突出 的 重要 例子 。 

在 工业 上 生产 6APA, 一 般 采 用 大 肠 杆菌 的 青霉素 G 酰 化 酶 与 
巨大 芽孢 杆 落 的 青霉素 G 酰 化 酶 ,前 者 为 胞 内 酶 ,后 者 是 胞 外 酶 ,可 
通过 吸附 法 精制 。 除 此 之 外 ,也 采用 狼 刀 霉菌 的 青霉素 V 酰 化 酶 。 
用 固定 化 酶 法 制备 6-APA 具有 工艺 简单 , 收 率 高 ,反应 条 件 温 和 ,三 
凑 少 等 优点 。1980 年 全 世界 共用 了 15 一 30 mk ë] E 4 w 2 # Ft +E, 
酶 ,生产 了 3000 吨 6APA。 然 而 ,对 酶 法 裂解 制备 6-APA 的 研究 仍 
在 进一步 进行 。 同 时 积极 地 开展 了 酶 法 缩合 制备 半 合 成 青霉素 等 的 
研究 。 

(二 ) 酶 制剂 在 医药 上 的 应 用 

酶 在 医疗 上 的 应 用 很 广 ,列举 一 些 酶 制剂 如 下 : 

《fb) 消 化 酶 主要 帮助 人 们 加 强 消 化 ,从 而 可 摄取 多 种 营养 。 它 是 
由 蛋白酶 .脂肪 酶 ,淀粉 酶 ,纤维 素 酶 等 水 解 酶 按 合 理 的 配 比 组 合成 
的 胶囊 或 包 胡 片 。 

(2) 消 炎 酶 在 临床 上 常用 的 有 胰 和 蛋白 酶 、. 胰 凝 乃 蛋白 酶 、 菠 葛 蛋 
白 酶 等 治疗 炎症 ,浮肿 等 疾患 ,并 能 分 解 坏 死 组 织 。 此 外 , 链 涩 酶 和 
尿 激 酶 可 用 于 解除 凝血 块 ,治疗 血栓 静脉 炎 等 。 尿 酸 酶 可 用 于 分 解 
尿酸 ,治疗 由 于 尿酸 过 多 而 引起 的 关节 炎 和 痛风 。 作 为 消炎 酶 使 用 
的 尚 有 核酸 酶 溶菌 酶 等 。 

(三 ) 用 于 食品 加 工 的 酶 

酶 在 食品 加 工 中 更 是 得 到 广泛 的 应 用 。 例 如 ,淀粉 加 工 成 各 种 
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制品 所 用 的 酶 有 :a 淀粉 酶 和 B 淀 粉 酶 (水 解 终 产物 是 麦芽 糖 . 糊 精 
等 ) ,糖化 酶 (产物 葡萄 糖 , 该 酵 主要 是 用 玉米 桨 、 豆 粉 作 培养 基 , 培 养 
良种 黑 曲霉 中 提取 的 ) ,葡萄 糖 异 构 酶 (产物 果糖 ) 等 。 酶 水 解 淀粉 生 
产 葡萄 粮 已 成 为 酶 催化 的 一 大 工业 。 应 用 葡萄 糖 异 构 酶 生产 果糖 也 
是 酶 工程 在 食品 生产 中 成 功 的 产业 。 | 

在 乳品 工业 上 最 重要 的 应 用 酶 是 制造 干酪 的 凝 乳 酶 和 分 解 乳 糖 
的 乳糖 酶 。 

在 水 果 加 工 中 酶 也 有 很 广泛 的 用 处 ,由 黑 曲霉 生产 的 柚 苷 酶 或 
球形 节 杆 菌 生产 的 柠 碱 酶 可 用 于 桔 汁 脱 苦 处 理 。 还 有 黑 曲霉 在 底 物 
诱导 下 产生 的 橙 皮 苷 酶 可 消除 桔子 负 头 半 的 白色 混浊 等 等 。 

酿酒 工业 中 更 是 各 种 酶 类 争 芳 之 处 ,主要 有 淀粉 酶 蛋白酶.B 
荀 聚 糖 酶 .纤维 素 酶 以 及 核酸 分 解 酶 等 ,它们 分 别 分 解 原料 (麦芽 、 大 
麦 .大 米 .玉米 等 ) 中 淀粉 蛋白 质 ,生成 还 原 糖 , 糊 精 、 各 种 氨基 酸 、 肽 
类 等 物质 。 按 不 同 配 比 酿造 出 各 种 品味 的 酒 。 

(四 ) 酶 在 轻 化 工业 中 的 应 用 

例如 ,在 纺织 工业 中 利用 淀粉 酶 二 浆 初 浆 ;缩短 了 工艺 时 间 , 实 
现 节能 低 耗 提高 产品 质量 的 新 工艺 ;在 制 革 工 业 中 利用 蛋白 酶 ,经 能 
加 速 皮革 浸水 .软化 ,脱毛 等 过 程 ,又 可 变革 脏 、 自 , 累 的 旧 工 艺 。 还 
有 在 洗涤 剂 中 加 酶 , 便 能 赋 子 去 污 力 强 \ 缩 短 洗涤 时 间 , 延 长 纺织 品 
寿命 等 优点 。 

酶 制剂 尚 可 能 在 保护 环境 处 理 三 废 中 发 挥 作用 ,已 开展 了 疾 定 
化 酶 或 固定 化 微生物 处 理 法 的 研究 。 例 如 ,利用 茄 病 镰刀 霉 中 分 离 
得 到 的 分 解 氰 化 物 酶 ,处 理 含 氰 废水 已 见 初 效 。 

(五 ) 酶 电极 

固定 化 酶 用 于 化 学 分 析 的 典型 例子 有 酶 电极 , 它 主要 由 电化 学 
传感器 和 固定 化 酶 两 部 分 组 成 , 酶 在 检测 低 浓 度 的 某 特殊 成 分 (作为 
底 物 ) 中 将 其 转化 为 产物 。 例 如 ,测定 尿素 是 用 固定 化 脲酶 凝 胶 附 在 
玻璃 电极 泡 端 , 当 固定 化 酶 将 尿素 分 解 成 NHi 时 可 测 得 尿素 的 含 
量 。 许 多 氨基 酸 . 醛 类 葡萄 糖 青霉素. 肌 酸 、 乙 醇 均 可 使 用 各 种 酶 
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电极 来 测定 它们 在 溶液 中 的 浓度 (参见 表 11-12 )。 
表 11-12 本 


和 载体 z: 范围 "m 


酸 氧 化 
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一 


M 代表 摩尔 浓度 


除了 上 述 的 例子 之 外 ,还 有 酶 在 化 妆 品 中 的 应 用 ,在 分 析 中 的 应 
用 、 在 体外 循环 抗 血栓 的 生物 医学 工程 中 的 应 用 以 及 能 源 开 发 上 的 
应 用 等 等 ,总 之 ,应 用 领域 之 广 ,无 法 逐个 叙述 。 


11.9 基因 工程 与 基因 重组 技术 


11.9.1 基因 工程 与 基因 重组 技术 的 开发 依据 和 方法 
70 年 代 以 来 ,在 分 子 生物 学 .微生物 遗传 学 的 研究 基础 上 ,首先 
在 微生物 遗传 基因 的 “改造 取得 了 突破 性 进展 。 发 展 了 基因 工程 ， 
开拓 基因 重组 技术 。 根 据 分 子 生 物 学 的 研究 揭露 ,生物 体 的 遗传 物 
质 是 脱氧 核糖 核酸 (DNA), 它 是 以 数 以 千 计 或 万 计 以 上 的 核 苷 酸 按 
一 定 顺 序 排列 组 成 多 育 核 鞋 酸 长 链 , 而 形成 双 链 絮 旋 的 空间 结构 。 
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生物 体 的 遗传 特征 是 以 密码 的 形式 编码 在 DNA 分 子 上 ,并 具体 呈 
现在 特定 的 核 苷 酸 排 列 顺序 中 。 它 通过 自身 复制 ,将 遗 忧 信息 从 亲 
代 传 递 给 子 代 。 在 后 代 的 个 体 发 育 过 程 中 ,遗传 信息 自 DNA 转录 
给 RNA{ 核 糖 核酸 ) ,又 通过 RNA 按 mRNA 上 三 联 体 密码 转译 成 特 
蜡 的 蛋白 质 ,从 而 在 实现 各 种 生命 活动 中 ,后 代表 现 出 与 亲 代 相似 的 
遗传 性 状 。 于 是 按照 上 述 规律 开发 出 基因 工程 和 基因 重组 技术 。 

基因 工程 和 基因 重组 技术 往往 是 通过 微生物 来 实现 的 。 一 般 使 
用 的 是 大 肠 杆菌 (E. Coli) ,方法 大 致 上 是 : 先 用 限制 性 内 切 核 欢 酶 将 
某 种 上 是 标 基因 自 细 胞 染色 体 中 前 切 下 来 ,再 由 核酸 连结 酶 把 目标 基 
因 "“ 嫁 接 " 到 载体 (质粒 或 只 菌 体 ) 的 DNA 上 ,获得 基因 重组 的 DNA, 
然后 ,再 将 这 含有 目标 基因 重组 的 DNA 分 于 ,导入 寄主 细胞 (如 大 
肠 杆 菌 ) 内 ,让 目标 基因 能 在 寄主 细胞 内 表达 和 不 断 增 殖 。 

将 所 需要 的 目标 基因 分 离 出 来 的 方法 有 和 多 种 :mRNA 反 向 转录 
法 和 基因 人 工 合成 法 的 研究 在 近年 来 快速 发 展 , 因 为 它 使 真 核 基因 
在 原核 生物 中 表达 的 可 行 性 较 大 ;物理 法 \ 单 链 化 酶 切 法 和 亲 和 保 护 
酶 切 法 等 仅 在 特殊 情况 下 使 用 ;还 有 mRNA 亲 和 分 离 法 , 它 是 利用 
亲 和 层 析 技 术 ,也 可 利用 mRNA 在 甲 酰胺 存在 条 件 下 能 与 要 应 的 
DNA 片段 形成 三 元 络 合 物 的 特性 ,用 离心 程序 达到 分 离 目 的 。 

目标 基因 在 受 体 细胞 中 表达 和 增殖 ,一 般 采 用 异 源 基因 直接 进 
行 转化 的 效率 很 低 , 所 以 均 需 要 载体 的 协助 。 现 在 已 发 现 可 用 的 载 
体 有 质粒 和 咽 菌 体 两 大 类 。 常 用 于 大 肠 杆菌 的 质粒 是 pBR322 及 
pKN410 等 ,常用 于 枯草 杆菌 的 有 pUB110 等 ;噬菌体 有 charon ,p11 、 
$105 等 。 
基因 工程 中 所 用 到 的 酶 最 基本 的 是 I 型 限制 性 内 切 核 酸 酶 , 它 
能 识别 4 一 6 个 核 苷 酸 给 成 的 顺序 ,在 此 处 高 度 专 一 性 地 将 DNA 水 
解 成 带 有 粘性 未 端 或 平头 末端 的 片段 ,对 目标 基因 的 分 离 ,重组 子 的 
形成 起 着 十 分 重要 的 作用 ;脱氧 核 苷 酸 末 端 转 移 酶 , 它 需 要 Co? * 存 
在 时 催化 脱氧 核 车 酸 连接 于 DNA 3' 一 OH 末端 ,在 构建 重组 子 时 用 
以 形成 粘性 未 端 ;DNA 连接 酶 , 它 能 催化 DNA 的 3 一 OH 端 与 5 一 
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磷酸 形成 磁 酸 二 酯 键 而 起 连接 作用 ,其 中 常用 的 有 TDNA 连接 酶 ， 
这 类 酶 常 统称 为 基因 重组 技术 中 的 工具 酶 。 如 果 目 标 基因 要 通过 反 
向 转录 获得 , 则 还 适 要 反 向 转录 酶 ,DNA 聚合 酶 和 核酸 酶 S, 或 核酸 
B$ Bal31 等 。 

11.9.2 基因 重组 和 表达 

以 是 标 基因 片段 和 载体 DNA 连接 构建 重组 子 的 操作 示意 于 图 
11-16, 这 是 通常 所 用 的 直接 粘 接 法 技术 ,操作 较 简单 ,但 无 效 重 组 率 
高 , 它 是 利用 限制 性 内 切 核酸 酶 切 出 含 粘性 末端 的 目标 基因 片段 和 将 
载体 质粒 切 开 成 为 含 烙 性 未 端的 DNA, 然后 应 用 DNA 连接 酶 催化 两 
者 粘性 未 端 以 互补 原则 进行 衔接 。 此 外 ,还 有 平头 连接 法 , 粘 接 法 中 
尚 有 如 昆 粘 接 法 ,该 法 是 和 用 末端 核 苷 酸 转移 酶 催化 切 开 的 载体 质粒 
DNA3 一 OH 末端 ,人 工 添 可 尾 粘 接 端 , 然 后 由 DNA 连接 酶 催化 与 昌 
标 基 因 片 段 连接 构建 重组 子 , 此 法 无 效 重组 率 较 低 ,但 操作 繁 。 

目标 基因 

__ GlAATrC Z GIAATIC _ _ 
TIAAS CTTAA G 一 =s 


W. GAATTIC 
A 
CTTAA G CTTAAG 

图 11-16 DNA 体外 重组 方式 直接 粘 接 法 


为 了 提高 直接 粘 接 法 的 有 效 重 组 率 , 改 进 方向 是 采用 识别 核 苷 


酸 顺序 专 一 性 上 , 具有 部 分 共同 要 求 的 两 种 限制 性 内 切 核酸 酶 , 例 
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如 ,Bgl 了 [能 识别 GGA TCC 顺序 ,BamH1 能 识别 AGA TCT 顺序 ,应 
用 两 者 分 别处 理 目 标 基 因 DNA 和 载体 DNA ,然后 在 这 两 种 酶 同时 
存在 情况 下 ,用 连接 酶 连接 。 

目标 基因 重组 所 构建 的 DNA 重组 分 子 需 要 导入 到 异 源 DNA 
易 引 入 并 能 接受 的 寄主 细胞 (如 大 肠 杆菌 等 ) 内 ,经 转化 后 通常 置 于 
含 标记 抗菌 素 的 丰富 培养 基 中 进行 增殖 , 筛选 。 这 种 通过 DNA 重 
组 技术 使 特定 基因 片段 在 受 体 细 胞 内 大 量 增殖 .拷贝 数量 大 增 所 形 
成 的 无 性 繁殖 系 常 称 作 克 隆 (cloning)。 基 因 工 程 的 完成 往往 还 需 在 
重组 子 增殖 的 基础 上 进行 表达 ,即使 特定 基因 进一步 转录 ,翻译 为 相 
应 的 蛋白 质 (如 酶 ) ,进而 获得 它们 的 代谢 产物 。 

例如 ,从 人 胰 脏 细胞 内 获得 DNA 片段 ,经 一 系列 基因 工程 的 技 
术 操 作 , 得 到 所 需 的 目标 基因 DNA 片段 {或 者 用 其 它 如 化 学 合成 
法 ,获得 该 基因 ), 将 此 目标 基因 的 DNA 片段 重组 到 载体 (如 质粒 ) 
内 ,然后 再 把 重组 质粒 (重组 子 ) 导 入 细菌 (如 大 肠 杆 菌 ) 内 ,得 到 能 生 
产 人 胰岛 素 的 所 谓 “ 工 程 菌 ", 进 而 用 发 酵 法 生产 人 胰岛 素 。 这 种 用 
基因 工程 手段 ,通过 大 肠 杆 菌 表达 ,生产 人 胰岛 素 的 技术 ,已 于 1980 
年 首先 在 美国 获得 成 功 ,并 将 产品 “Humulin” 投 人 市 场 。 目 前 用 基 
因 工 程 已 经 或 即将 进行 商品 化 生产 的 有 干扰 素 、 人 生长 激素 、. 牛 生长 
激素 以 及 某 些 疫苗 等 产品 。 


综合 以 上 的 介绍 ,生物 技术 是 将 生物 物理、 化 学 等 自然 科学 的 
原理 ,应 用 于 工农 业 生产 的 某 一 具体 方面 ,研究 该 生产 领域 中 规律 和 
开发 新 技术 的 学 科 。 因 此 ,生物 技术 工作 者 需要 尽 可 能 多 地 掌握 微 
生物 学 .细胞 学 .生物 的 生理 生化 特性 知识 , 酶 技术 以 及 物理 化 学 原 
理 和 手段 ,以 便 更 多 的 自由 度 去 邀 游 这 广阔 的 高 新 科技 领域 ,为 人 类 
医治 疾病 、 开 拓 工 农业 生产 的 新 科技 生产 力作 出 贡献 。 
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